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Abkiirzungen

ABC Avidin- Biotin- Komplex
AK Antikdrper

AP alkalische Phosphatase
AWS AuBere Wurzelscheide
BrdU Bromodeoxyuridin

BGS Bindegewebsscheide
CARD caspase-recruiting domain

CARDIAK CARD-containing interleukin-1p-converting enzyme
(ICE=Caspase-1) associated kinase

Caspase cysteine aspartat-specific proteinase

CDK cyclin dependant kinases

cIAP cellular inhibitor of apoptosis

DD death domain

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
DP dermale Papille

FADD Fas- associated protein with death domain
Fas/Apo-1 CD95- Rezeptorprotein

FBS fetal bovine serum (fetales Rinderserum)

HF Haarfollikel

HRLM high resolution light microscopy

ICE interleukin-1B8-converting-enzyme (Interleukin 1B8-Konvertase)
ICE+ lies: ICE positiv oder ICE Positivitat

IF Immunfluoreszenz

IR Immunreaktivitat/ immunreaktiv

IWS Innere Wurzelscheide

JNK Jun N-terminal kinase

Ki67+ lies: Ki67 positiv oder Ki67 Positivitat

KNS Normalserum vom Kaninchen (nicht- immunisiert)
MNS Normalserum von der Maus (nicht- immunisiert)
NF«xB nuclear factor B

p.d. post depilationem

p.p. post partum

PARP Poly(ADP-Ribose) Polymerase

PBS phosphate- buffered saline (Phosphatpuffer)
RNS Rinder Normalserum

RT Raumtemperatur

TBS Tris- buffered saline (Tris- Puffer)

TdT terminale Desoxynukleotid- Transferase

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

TNF Tumor Nekrose Faktor

TNFR Tumor Nekrose Faktor Rezeptor

TRADD TNF receptor- associated death domaine protein
TRAF TNFR-associated factor

TUNEL TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick end labeling (terminale

Desoxynukleotid- Transferase vermittelte dUTP- Fluorescein
gekoppelte DNA- Fragment- Markierung)

TUNEL+ lies: TUNEL positiv oder TUNEL Positivitat

ZNS Normalserum von Ziegen (nicht- immunisiert)



1 Einleitung

1.1 Der Haarfollikel und der Haarzyklus

Als Carl Linné (Linnaeus, 1758) die Sduger benannte, erhob er die Mammae als
markantes und gemeinsames Merkmal zum Namensgeber und nannte sie
Mammalia. Daran gemessen, hatte er sie genausogut Pilosa nennen kdénnen, da
auch das Haarkleid ein den Saugetieren eigenes und gemeinsames Merkmal ist.
Die Ausbildung von Haarschaften hat Saugetieren eine Reihe von evolutiondren
Selektionsvorteilen verschafft. Ihre Hauptfunktion besteht in der Warme-
regulation, in der Tarnung und der Hautprotektion vor mechanischen,
chemischen und aktinischen Schaden. Die Melanozyten und Keratinozyten der bis
ins subkutane Fettgewebe reichenden Haarfollikel sind ein wichtiges Zellreservoir
fur die Repigmentierung und Reepithelialisierung der Haut. Nach tiefen Verletz-
ungen oder pathologischen Prozessen (Vitiligo) bilden oft die Haarfollikel den
Ausgangspunkt der Wiederherstellung der Hautpigmentierung und des Epithels.
Bei vielen Saugern haben Haare dartberhinaus soziale und sexuelle Signal-
wirkung. Sie unterstlitzen die Dispersion von Hautsekreten und sind Teil des
sensorischen Apparates. Ein eher theoretischer Ansatz schreibt Haut und Haaren
die Funktion von Ausscheidungsorganen zu, die Uber das in ihnen enthaltene
stark kationenbindende Melanin den Kdrper von Schwermetallen befreien (Riley,
1997). Durch den weitgehenden Verlust seiner Kérperhaare hat der Mensch auch
die Hauptfunktionen des Haarkleides eingebliBt. Bis heute findet er daflir Ersatz
in tierischem Haar in Form von Wolle. Die soziale und sexuelle Signalwirkung des
dem Menschen verbliebenen Haarkleides gewinnt in unserer Gesellschaft hin-
gegen zunehmend an Bedeutung und seine Erhaltung und Pflege ist zu einem
potenten Wirtschaftsfaktor herangewachsen.

Der Haarfollikel wird als Anhangsgebilde der Haut gesehen und der groBte Teil ist
fest in ihr verankert, so daB Haut und Haar eine funktionelle und organische
Einheit bilden. Doch ist es durchaus zuldssig, den Haarfollikel als eigenes Organ
mit eigenen Anhangsgebilden zu betrachten, das zu seinem Entstehen und
Uberleben auf die umgebende Haut angewiesen ist, aber selbst auch massiv auf
die Morphologie seiner Umgebung einwirkt.

Von allen anderen Organen des Saugerorganismus unterscheidet sich der einmal

entstandene Haarfollikel durch seinen lebenslang durchlaufenen Zyklus von



langen Phasen aktiven Wachstums (Anagen), sehr schnell ablaufender und
koordinierter Regression (Katagen) sowie langeren Ruhephasen (Telogen) und
dem nachfolgenden Wiedereintritt in die Anagenphase. (Trotter, 1924; Dry,
1926. Bei Saugetierspezies, bei denen diese zyklischen Wachstums- und
Regressionsprozesse synchronisiert ablaufen, andert sich auch die Morphologie
der gesamten Haut im Verlauf des Haarzyklus dramatisch. Bei der Maus, z.B.,
gewinnt im Anagen die Epidermis vorlibergehend mehrere zusatzliche Zell-
schichten, und auch Dermis und Subcutis nehmen an Dicke massiv zu (Chase,
1954; Hansen et al, 1984).

Uber die biologische Uhr, die das Wachsen und die Involution dieses Organs
steuert, wird spekuliert (Paus and Czarnetzki, 1992; Paus et al, 1999a) und
verschiedene Erklarungsmodelle stehen zur Diskussion (vergleiche Kap. 1.1.3).
DaB der Haarfollikel aber einer restriktiven Wachstumskontrolle unterliegt ist
unstrittig und wird dadurch verdeutlicht, daB es trotz der physiologisch auBer-
ordentlich hohen Proliferationsrate nur duBerst selten zu Malignomen follikularen
Ursprungs kommt.

Abbildung 1-1 zeigt Details des adulten Haarfollikels in der H6he des zentralen

Melanin- §°

granula

Abbildung 1-1, Ultrastruktureller Aufbau des Haarfollikels, des Haarschaftes

Follikels bei etwa 3300facher VergréBerung. Im linken Bild wird der konzen-
trische Aufbau der differenzierten Zellagen deutlich. Das rechte Bild zeigt im

Zentrum des Haarschaftes die Medulla. Am jeweils proximalen Pol der dort



eingeschlossenen Keratinozyten befinden sich Melaningranula. Diese Verteilung
|laBt den murinen Haarschaft im Lichtmikroskop gestreift erscheinen. Abbildung

1-2 zeigt die anatomische Ubersicht des adulten Haarfollikels.

Epidermis

v Lalg-
diiise/Musculus

—F =" Arrector pili

AuBere Wurzelscheide

Innere Wurzelscheide

Haarschaft mit in der
Medulla eingelagerten
Melanosomen

Dermale Papille

Abbildung 1-2, Anatomie des Haarfollikels



Das Haargebilde besteht aus Haarwurzel, Haarschaft und dem M. Arrector Pili
(siehe Abbildung 1-2). Die Haarwurzel besteht aus dem Haarbulbus, der die
Haarpapille umschlieBt und den konzentrisch angeordeneten Haarwurzel-
scheiden. Die Talgdrise mundet in den Haarkanal, knapp unterhalb der
Epidermis. Der Haarbulbus ist das verbreiterte epidermisabgewandte Ende der
Haarwurzel. Die Matrixzellen umschlieBen die in der Form stadienabhangige
dermale Papille. Diese beiden Zellpopulationen sind unterschiedlichen Ursprungs
und durch eine Basalmembran getrennt. Matrixkeratinozyten weisen eine auB3er-
ordentlich hohe Proliferationsrate auf und bilden auf ihrem Weg an die
Oberflache durch verschieden stark ausgepragte Differenzierung mehrere
Schichten. Die duBere Wurzelscheide (AWS) besteht aus wenig differenzierten
Matrixkeratinozyten. Sie ist von der Bindegewebsscheide (BGS) umgeben. Die
AuBere Wurzelscheide umschlieBt die Innere Wurzelscheide (IWS), die aus der
Huxley’schen und der Henle’schen Schicht und der Kutikula besteht. Diese
Schichten keratinisieren auf verschiedenen Hohen im Haarfollikel, davon die
Huxley’sche zuerst. Anhand des Differenzierungsgrades der einzelnen Lagen lasst
sich auch bei den kleinen Bildausschnitten in der Elektronenmikroskopie die
genaue Lage bestimmen. Die Kutikula des Haarschaftes ist zusammengesetzt aus
einer dinnen Schicht abgeflachter, stark keratinisierter und widerstandsfahiger
Zellen, die sich dachziegelartig um den Haarschaft legen. Die Schuppen der
Haarkutikula sind mit den in Gegenrichtung orientierten inneren Randern der
kutikuldren Zellen der inneren Wurzelscheide verzahnt. Der Kortex des Haar-
schaftes ist die tragende keratinisierte Struktur des Haarschaftes. Die kortikalen
Zellen sind konzentrisch um die Medulla des Haares angeordnet.

Die Medulla des Haarschaftes besteht aus einer Reihe von Zellen, in deren
proximalen Polen der Hauptteil der Melaningranula eingelagert ist. Die Polarisier-
ung der Pigmente und die regelmaBige Anordnung der Zellkerne verleiht den
Haarschaften der C57BL/6 Maus unter dem Mikroskop ein gestreiftes Aussehen.
Lanugohaare besitzen keine Medulla. Wie auch die BGS und die dermale Papille
ist der M. Arrector Pili mesenchymalen Ursprungs. Er besteht aus glatter
Muskulatur, die bei Kontraktion den Haarschaft Gber dem Hautniveau aufrichtet.
Gleichzeitig massiert er Talgdriseninhalt in den Haarkanal. Die Talgdrlse ist eine
aus Keratinozyten stammende holokrine Druse, deren Inhalt aus Lipiden und
Zellschutt besteht. Ihre flachen, randstandigen Zellen proliferieren in das Lumen

und differenzieren auf dem Weg zum Ausfliihrungsgang aus. Dabei fillt sich die
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Zelle mit Lipidtropfchen, die nach und nach fast das gesamte Zytoplasma
ersetzen. Das Sebum umschlieBt den Haarschaft ohne in ihn einzudringen und

verteilt sich auf der Oberfache der Epidermis.



1.1.1 Die Haarfollikelmorphogenese

Die frihe Entwicklung der Haarfollikel beginnt beim Menschen um den 3. Fetal-
monat, beginnend mit der Haarfollikelentwicklung an den Augenbrauen, der
Oberlippe und dem Kinn. Das Ubrige Haarkleid entsteht um den 4. Fetalmonat
(Pinkus, 1958). Bei der Maus beginnt die Haarfollikelmorphogenese zunachst an
den Vibrissae (den Schnauzhaaren) und greift dann auf die Wollhaare (Pelage)
Uber. Unter den verschiedenen Subtypen der Haarfollikel (Vibrissae, Tylotriche
und Pelage-Follikel (Sundberg, 1994)) sollen hier ausschlieBlich die Pelage-
Follikel, die Mehrzahl der Haarfollikel des Fells, untersucht werden. Deren
Entwicklung ist bei den meisten genauer untersuchten Saugern ausgesprochen
ahnlich. Die Terminologie, vor allem die der friihen Stadien, ist sehr verwirrend
durch Doppelbenennungen und Verwendung unterschiedlicher Stadieneinteilung.
Daher wird im gesamten folgenden konsequent die Einteilung von Paus (Paus et

al, 1999b), modifiziert nach Hardy, verwandt (vergleiche Abbildung 1-5).

Die embryonale murine Epidermis
ist beim Auftreten der ersten
Haarfollikelkeime mehrschichtig.
Im Stadium 0 kann der Haarkeim
morphologisch nicht ausgemacht
werden, die Epidermis an dieser

Stelle ist der umliegenden gleich.

Durch immunhistochemische

Anfarbung von Transforming

Abbildung 1-3, TGFbetaRII-Immunreaktion
(rot) im Stadium 0

growth factor beta Rezeptor II
(TGFBRII) laBt sich jedoch auch in
diesem Stadium der Ort des
nachfolgenden Haarfollikelwachstums ausmachen (Paus et al/, 1997) (siehe
Abbildung 1-3). Der Haarkeim, Stadium 1, besteht in einer Verdichtung von
Keratinozyten (im histologischen Schnitt etwa 3-6 Zellen) der basalen Zell-
schicht. Diese Zellen gewinnen eine ovale Form und richten sich mit ihrer
Langsachse quer zur Epidermis auf. Dadurch entsteht eine leichte Vorwdélbung
der Epidermis in die Dermis. Direkt unter dieser epithelialen Verdickung findet

sich eine leicht zunehmende Aggregation von Fibroblasten, die sich von den



Ubrigen, reichlich vorhandenen Fibroblasten durch eine angedeutete gemeinsame
Orientierung unterscheiden. Uneinigkeit herrscht dariber, ob die Vorgange in der
Epidermis denen des Koriums vorangehen, sie zeitgleich stattfinden oder sie
ihnen nachfolgen (Danneel, 1931; Pinkus, 1958). Da beide Anderungen im sehr
frihen Stadium nur andeutungsweise imponieren, wird sich diese Frage nicht
durch alleinige Beobachtung klaren lassen.

Im Stadium 2 gewinnt der Haarkeim an Masse, wachst in die Dermis vor und
beginnt sich in einer anterior-posterioren Orientierung auszurichten. Bei diesem
Vorwachsen in die Dermis zwischen Stadium 1 und 2 ist strittig, ob dieses durch
Invagination der Epidermis in die Dermis geschieht (Fleischhauer, 1953; Chase,
1954) oder ein Ergebnis der hohen proliferativen Aktivitat in diesem Stadium
darstellt (Danneel, 1931). Es sei vorweggenommen, daB die hier gewonnen
Ergebnisse vor allem auf eine Formung durch Proliferation hinweisen, ebenso

aber Elemente einer Invagination zu beobachten sind.

lepEGoEctpe| - foolodeeE
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Abbildung 1-4, Proliferation versus Invagination: Beruht die Bildung des
Haarkeims auf der Proliferation epidermaler Keratinozyten in die Tiefe der

Dermis oder auf einer Einstiilpung der Epidermis?



Im Stadium 3 beginnt die raumliche Organisation der Zellen des Haarzapfens.
Die Keratinozyten gruppieren sich konzentrisch entlang der Langsachse (Robins
and Breathnach, 1969), die sich zunehmend in anterior-posteriorer Orientierung
ausrichten. Die Fibroblasten haben sich weiter aggregiert, an Zahl zugenommen
und bilden nun die dermale Papille, die von den stark proliferierenden
Keratinozyten zu umschlieBen begonnen wird. Weiteres Langenwachstum, die
Bildung eines Bulbus und die weitere UmschlieBung der dermalen Papille
kennzeichnen Stadium 4. Dabei beginnt auch die Entwicklung der Inneren
Wurzelscheide, die in Stadium 5 wachst und differenziert. In diesem Stadium
beginnt die Melaninproduktion in den peripapilldren Melanozyten, ebenso
entstehen in jungen Sebozyten die ersten Fettvakuolen. Proximal der Sebozyten
wolbt sich das Haarbeet hervor. In Stadium 6 reicht der Haarfollikel bis in die
Subcutis, der Haarschaft ist bis auf Hohe des Haarbeets (Wulst) vorgedrungen,
die Zahl der Sebozyten nimmt zu und formt die Talgdrise. Die dermale Papille ist
nun fast vollstdndig umschlossen und nimmt eine langliche Form an. Stadium 7
ist gekennzeichnet durch weiteres Langenwachstum des Haarfollikels, GréBenzu-
nahme von Haarbeet und Talgdrise. Der Haarschaft verlaBt die Innere Wurzel-
scheide und steht nun im Haarkanal, ist aber noch nicht durch die Epidermis

gebrochen. Im Stadium 8 ist der Follikel vollstéandig differenziert, der Haarschaft

Stadium

Dermis

Subcutis

Panniculus carnosus

durchstdBt die Epidermis (Paus et al/, 1999b).

Im hier verwendeten Mausmodell sind am 3. Tag post partum (p.p.) 10% der
Pelagefollikel im Stadium 8, am 5. Tag p.p. sind es 35% und am 9. Tag sind alle
im Stadium 8 angelangt (Paus et al, 1998).

Abbildung 1-5, Die Stadien der Haarfollikelmorphogenese



1.1.2 Katagen

Das der Haarfollikelmorpho-
genese folgende Katagen
bezeichnet den Eintritt in den
Haarzyklus. Innerhalb weniger
Tage kommt es zu einer
massiven Organinvolution, an
deren Ende ein auf einen

Bruchteil seiner urspringlichen

GrdBe und ein auf seine perma-

nenten Anteile reduzierter

Abbildung 1-6, Apoptose (Pfeile) im Haarfollikel steht. Aufgrund
epithelialen Strang des Haarfollikels im morphologischer Beobachtungen
spaten Katagen schloss Weedon (Weedon and

Strutton, 1981), daB diesem
Gewebeabbau Apoptose zugrundeliegt (siehe Abbildung 1-6). Lindner et al.
bestatigte Weedons ultrastrukturellen Nachweis durch TUNEL-Farbungen die
zeigen, daB Keratinozyten Apoptose wahrend normalem, als auch in pathologi-
schem und in experimentell induziertem Katagen stattfindet (Lindner et al,
1997).

1.1.3 Telogen-Anagen

Am Ende der Katagenphase treten die Haarfollikel in einen Ruhezustand ein, das
Telogen. Es dauert beim Menschen mehrere Monate und bei der weiblichen
C57BL/6-Maus knappe 2 Wochen an. In dieser Phase scheinen die Follikel zu
ruhen, es findet keine Haarproduktion statt. Die intrazellulare Proteinproduktion
ist gering, die Morphologie und GréBe der Follikel bleibt in dieser Zeit unver-
andert (Roth, 1964; Camacho and Montagna, 1996). Der Haarschaft der
vorangegangenen Wachstumsphase ist proximal des Talgdriisenisthmus in der
umliegenden auBeren Wurzelscheide verankert, deren Zellen untereinander
durch eine groBe Anzahl kraftig ausgebildeter Desmosomen vernetzt sind (Roth,
1964); Camacho and Montagna, 1996) (siehe Abbildung 1-7). Dieser verblei-
bende Haarschaft wird Kolbenhaar genannt. Die Depilation eines Kolbenhaares

fuhrt zur Induktion einer erneuten Anagenphase (Ebling, 1976). Dieser Effekt
9



kann zur Synchronisierung des Haarzyklus genutzt werden (s. Kap. 3.3.1.1)
Wahrend es im Bereich des Haarkanals zu einigen wenigen

Mitosen kommen kann, deren
Haufigkeit die der basalen
Zellschicht der Epidermis nicht
Ubersteigt, ist der unter dem
Talgdrisenisthmus gelegene
Teil mitotisch inaktiv (Bullough
and Laurence, 1958).

Telogenhaut scheint einen nicht

identifizierten Stoff zu enthal-
ten, der die Telogenphase

Abbildung 1-7, Kolbenhaarverankerung und unterhalt und die Anageninduk-

Desmosomen (Pfeile) tion inhibiert (Paus et al,

1990). Uber die Art des Signals, das diese Inhibition durchbricht und die neue
Anagenphase induziert, kbnnen nur Vermutungen angestellt werden. Eine der
Theorien dazu besagt, daB wahrend der Wachstumsphase Mitoseinhibitoren aus
den Bulbuskeratinozyten langsam akkumulieren und bei Erreichen eines
Schwellenwertes das Katagen induzieren. Wahrend des Telogens wird die
inhibitorische Substanz unter den Schwellenwert abgebaut, infolge Desinhibition
kommt es zum erneuten Anagen (Chase, 1954). Eine andere Uberlegung kommt
zu dem SchluBB, daB die Matrixkeratinozyten aus der im Haarwulst lokalisierten
Stammzellpopulation stammen. Die mitotische Potenz dieser Keratinozyten sei
genetisch determiniert. Nach einer bestimmten Anzahl von Teilungen verlieren
sie die Fahigkeit zur Mitose und induzieren das Katagen. Erneute Migration von
Zellen -ausgeldst durch ein Signal der DP- in den proximalen Anteil des Follikels
aus der Stammzellpopulation beendet das Telogen und induziert Anagen
(Cotsarelis et al, 1990).

Gleichwohl, nach dem Ende der Telogenphase beginnt der Haarfollikel durch
massive Proliferation seine ursplingliche GréBe wiederherzustellen (vergleiche
Abbildung 1-8). Die Initialphase, das Anagen I ist vom Telogen nur durch das
Einsetzen mitotischer Aktivitat im proximalen Haarfollikel und einer geringen
GroéBenzunahme des epithelialen Stranges zu unterscheiden. Proliferierende
Keratinozyten beginnen mit der Ausbildung des Bulbus und dem Umfassen der

wahrend des Katagens gerundeten dermalen Papille im Anagen II. Anagen III ist
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gekennzeichnet durch eine moderate Massenzunahme des Haarfollikel, der
Bildung der inneren Wurzelscheide und der Wiederaufnahme der Melanogenese.
Die dermale Papille wird vollstandig umschlossen. In den Stadien IIla und IIIb
nimmt der Haarfollikel weiter an GroBe zu, der Haarschaft erreicht das Kolben-
haar. Die dermale Papille nimmt wieder die charakteristische langliche Form ein.
Die Unterstadien des Anagen III verlaufen sehr rasch und sind dementsprechend
selten zu beobachten. Sie werden daher nach alter Klassifikation zum Anagen III
zusammengefaBt. Im Stadium IV erreicht der Haarschaft den Talgdriisenisthmus,
und abgesehen vom verbleibenden Kolbenhaar gewinnt der Anagenfollikel eine
groBe Ahnlichkeit mit dem Morphogenesestadium 6. Das Kolbenhaar wird in
Anagen 5 ausgestoBen, der neugebildete Haarschaft tritt in den Haarkanal ein

und das Langenwachstum des Follikels setzt sich fort.

Telogen-Anagen

Telogen  Anagen

Abbildung 1-8, Entwicklung des Anagen aus der Telogenphase

Im Anagen VI hat der Haarfollikel seine endgiltige GrdBe erreicht, der Haarschaft
ist durch die Epidermis gebrochen.

Am Tag 0 nach Induktion eines neuen Haarzyklus mittels Depilation der Telogen-
Kolbenhaare befinden sich noch alle Haarfollikel im Telogen, am 1. Tag post
depilationem (p.d.) sind die meisten Follikel im Anagen I, am 2. Tag p.d. im
Anagen II. In den folgenden Tagen streut die Anagenentwicklung intraindividuell,

am 8. Tag p.d. befinden sich bereits reichlich Follikel im Anagen VI, wahrend
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andere noch im Anagen 3-4 sind. Am Tag 12 p.d. sind alle Follikel im Anagen VI,
am 14. Tag p.d. sieht man bereits einige wenige Haarfollikel in den frihen
Stadien des Katagens.

Auf dem Skalp des erwachsenen Menschen befinden sich zwischen 90 000 - 150
000 Haare (Blonde ca. 150 000, Schwarzhaarige ca. 100 000, Rothaarige ca. 90
000), die Haardichte liegt zwischen 175 - 300/cm?. Die Haardicke betrdgt um die
0,06 - 0,12 mm, die Wachstumsgeschwindigkeit liegt bei 0,27 - 0,45 mm/d
(Camacho and Montagna, 1996). Nur in den ersten Lebensmonaten ist der
Haarzyklus beim Menschen teilweise synchronisiert. Spater befinden sich ca.
90% in der Anagenphase, ca. 10% im Telogen und nur ca. 2% im Katagen.
Dieser asynchrone Zyklusverlauf der individuellen Haarfollikel und nicht zuletzt
die Schwierigkeiten bei der Gewebeakquise machen die stadienbezogene Haar-
forschung an humanen Haarfollikeln auBerordentlich langwierig. Wegen
zahlreicher Vorteile wurde dazu das C57BL/6 Mausmodell gewahlt, das in Kap.
3.2 naher beschrieben wird.

Eine graphische Zusammenfassung der Morphogenese und des anschlieBenden
Haarzyklus findet sich in Abbildung 1-9.
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Abbildung 1-9, Ausgewdhlte Stadien der Morphogenese und des Zyklus

Anagen III
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1.2 Proliferation

Der wachsende und produzierende Haarfollikel
weist eine ausgesprochen hohe Proliferationsrate
auf, wie sie im adulten Sauger physiologischer-

weise nur noch im Darmepithel und im Knochen-

o) mark vorkommt. In wachsenden und Haarschaft-

% % produzierenden Haarfollikeln finden sich auch

®@ ohne vorherige Colchicinarrestierung im histo-
t@@ logischen Praparat stets einige Mitosefiguren, vor

allem im Bulbus (siehe Abbildung 1-10). Als erster
Abbildung 1-10, Schema der beschrieb Giovannini die Mitosen des Haarbulbus
Lokalisation der in Ihrer charakteristischen Anordnung um die

Mitosefiguren und der dermale Papille (Giovannini, 1890). Dabei betrégt

Migrationsrichtung der die Mitosedauer lediglich 0,8 Stunden (Weinstein

Matrixkeratinozyten (nach and Mooney, 1980), nach Untersuchungen von

Bullough and Laurence,
1958)

Bullough gar nur 0,25-0,5 Stunden (Bullough and

Laurence, 1958). Unter einer vorangegangenen 4-
stindigen colchicininduzierten Mitosehemmung betragt der Anteil der mitotischen
Matrixkeratinozyten 30%. Daraus ergibt sich, daB zu jeder Stunde 7,5% der
Matrixkeratinozyten in die Mitosephase eintreten. Diese hohen Teilungsraten
unterliegen keinem Tagesrhythmus und bleiben auch in Hungerperioden und bei
Erschépfungszustanden stabil (Bullough and Laurence, 1958). Die groBe Wachs-
tumsfraktion im Bulbus ist — dhnlich wie bei anderen hochproliferativen Geweben
- fir die hohe Empfindlichkeit des Haarfollikels gegenliber Zytostatika und
Radiotherapie verantwortlich (Paus et al, 1994c; Schilli et al, 1998; Lindner et al,
1997).
Im produzierenden Follikel sind die Mitosefiguren typischerweise in der Haar-
matrix bis zur Hohe der Papillenspitze lokalisiert (siehe Abbildung 1-10). Die
Tochterzellen wandern in Richtung Epidermis, wo sie je nach Herkunft auf
verschiedenen Hohen des Haarfollikels differenzieren und so einen Teil der
inneren Wurzelscheide, der Cuticula oder des Haarschaftes bilden (Danneel,
1931; Bullough and Laurence, 1958).
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Im Gegensatz zu den stark proliferierenden Matrixkeratinozyten bleiben die
angrenzenden mesenchymalen Gewebe mitotisch weitgehend stumm. Zwar
verandern auch die dermale Papille (DP) und, gezwungen durch die zyklus-
abhangigen Langenveranderungen des Follikels, die Bindegewebsscheide (BGS)
ihre GréBe und Zellzahl, doch wurde in Untersuchungen an adulten Haarfollikeln
keine proliferative Aktivitat in den Fibroblasten in vivo von DP und BGS gefunden
(Bullough and Laurence, 1958). Spatere Studien, die auch die Telogenphase
einschlossen, kommen mit verfeinerten Methoden ([3H]Thymidin- und BrdU
(Bromodeoxyuridin)-Inkorporation) zu ahnlichen Ergebnissen (Silver and Chase,
1970; Tezuka et al, 1990). Die Verfeinerung in diesen Methoden beruht darauf,
daB die damit detektierte S-Phase des Zellzyklus die Dauer der Mitosephase um
das 10-fache Ubertrifft (Weinstein and Mooney, 1980). Cyclinabhangige Kinasen
(cyclin dependent kinases, CDK), die ebenfalls zur Proliferationsdetektion
herangezogen werden
kdénnen, sind durch teilweise
A etwas langere Expressions-
( Go) dauer ein wenig sensitiver,

aber auch sie decken nur

einen Teil des Zyklus ab

cdk4/Ds
cdk6/Ds _—— e (siehe Abbildung 1-11).

Hingegen deckt der Anti-
\ kdrper Ki67, der ein
\ proliferationsassoziiertes

cdk2/A nukledres Antigen erkennt,
' den gesamten Zellzyklus ab;

/ jede Zelle, die aus der G-
Phase heraustritt, kann so
immunhistochemisch
sichtbar gemacht werden
(Gerdes et al, 1991;
Sawhney and Hall, 1992).

Durch seine hohe Sensi-

Abbildung 1-11, Zellzyklus, Ki67-Positivitat,
cyclin-dependent kinases und die

vergesellschafteten Zykline o ]
tivitat erlangte Ki67 pro-

gnostische Bedeutung in der Beurteilung von Malignomen.
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(Weiss et al, 1987; Bodey et al, 1997). Doch die zyklusumgreifende Prasentation
des proliferationsassoziierten Antigens und seine Detektion durch den Ki67-
Antikdrper erlaubt auch Aussagen lber das Proliferationsverhalten von niedrig-
proliferativen Geweben, die sich durch die Unzulénglichkeiten der friheren

Mehoden der Beobachtung entzogen.
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1.3 Apoptose

Eukaryotische Zellen kénnen auf verschiedenen Wegen zugrunde gehen. Noxen,
die die Zelle oder einen Zellverband schwer schadigen, fihren meist zum
nekrotischen Zelltod. Nekrose ist gekennzeichnet durch Anschwellen der Zelle,
Membranschaden fihren zum Verlust von Kalzium und Natrium, Umkippen des
Wasserhaushalts und Azidose. Die Azidose hat Chromatinverklumpungen zur
Folge. Die Kerne erscheinen pyknotisch und dunkel. Mitochondrien, endoplas-
matisches Retikulum und Lysosomen schwellen an und platzen schlieBlich.
Freigesetzte lysosomale Enzyme flihren zu weiterer Autolyse der Zelle, die
letztendlich ihre Integritat verliert und durch ihren freigesetzten Inhalt entziind-
liche Reaktionen in ihrer Umgebung hervorruft. Nekrose ist ein passiver und
immer pathologischer ProzeB, der auf einen letalen Stimulus hin einsetzt und den
urspringlichen Schaden nicht zu begrenzen vermag, ihn gar vermehrt.
Dartberhinaus kédnnen eukaryotische Zellen sich mittels eines genetisch
determinierten Zelltodprogramms selbst zerstéren. Dieser strukturierte und
energieabhangige Prozel3 des Abbaus von zellularen Strukturen wird Apoptose
(aus dem griechischen fur "hinabfallen", im Sinne von fallendem Laub) genannt
und ist durch spezifische morphologische und biochemische Veranderungen
charakterisiert. Im Gegensatz zur Nekrose findet Apoptose in der Regel
Einzelzellen statt. Apoptose ist die kontrollierte und begrenzte Ausléschung
geschadigter oder Uberzahliger Zellen, ein Regulierungsmechanismus der in
Saugern, Insekten, Nematoden, Amphibien und Pflanzen zur Anwendung kommt
(Raff, 1992; Vaux, 1993). Dabei kommt es im Gegensatz zur Nekrose nicht zur
unkontrollierten Freisetzung von Zellbestandteilen. Vielmehr werden alle
Zellbestandteile als membranumhtllte Vesikel abgegeben und von benachbarten
Zellen oder Makrophagen phagozytiert. Programmierter Zelltod ist ein fundamen-
tales Ereignis in der Embryonalentwicklung, der Ausformung des Embryos und
der Larve, und der Organisation des Immun- und Nervensystems (Gllicksmann,
1951; Lockshin and Williams, 1965; Saunders, 1966). Apoptose dient der
Gewebshomoostase des adulten Organismus und bei der Eliminierung
geschadigter oder infizierter Zellen (Kerr et al, 1972; Raff, 1992; Vaux et al,
1994; Bellamy et al, 1995; Potten et al, 1997). Evolutionsbiologisch ist Apoptose
in den verschiedenen Organismen und Zelltypen stark konserviert (Vaux et al,
1994; Vaux and Strasser, 1996; Horvitz, 1999), was die Ausbildung von
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GegenmaBnahmen mancher Erreger zur Folge hatte. So inhibieren z.B. CrmA
(SPI-2, serine protease inhibitor), vom Kuhpockenvirus synthetisiert, oder das
Baculovirus p35-Genprodukt Schlisselenzyme der Apoptose, die Caspasen (Ray
et al, 1992; Bertin et al, 1996; Ekert et al, 1999). Damit verhindern sie den
vorzeitigen Tod der Zelle, der auch ihrem eigenen Lebenszyklus ein Ende setzen
wirde. Durch ihr punktuelles Eingreifen in den Ablauf der Apoptose trugen beide
Erreger zur (immer noch nicht abgeschlossenen) Entschliisselung der Steuerung
der Apoptose bei.

Entscheidende Bedeutung bei der Erforschung der Apoptose kommt der
Nematode Caenorhabditis elegans zu. Der Beobachtung in jeder Entwicklungs-
phase leicht zugangig lieB sich an ihr die Bedeutung der Apoptose in der
Embryonalentwicklung und der programmgemaBe Ablauf des Zelltodes studieren.
12% (131) aller Zellen (1090) werden im Lauf der Entwicklung durch Apoptose
eliminiert. 113 von insgesamt 671 Zellen gehen in der 14-stlindigen Embryo-
genese unter, die Mehrzahl davon 250 bis 450 Minuten nach der Fertilisation
(Sulston et al, 1983). Im postembryonalen Stadium entwickeln sich weitere 419
Zellen, von denen 18 durch Apoptose untergehen (Sulston and Horvitz, 1977).
Damit war bewiesen, daB programmierter Zelltod integraler Bestandteil frihester
Entwicklung ist und streng reguliert selektiv formend in sie eingreift.

Weitere, bekannte Beispiele flr
das Vorkommen von Apoptose
in der Entwicklung ist die Aus-
formung der Finger durch
Elimination des interdigitalen
Gewebes (Hammar and Mottet,
1971; Garcia-Martinez et al,
1993), die Entwicklung der
Darmmukosa (Harmon et al,
1984) (siehe Abbildung 1-12)

oder die Regression von

Larvenorganen in der Kaul-

Abbildung 1-12, Darmmukosa und -lumen im
Mausembryo, (griin-Apoptose/TUNEL- quappe (Kerr et al, 1974).
Farbung, rot-Proliferation/Ki67-

Antigenmarkierung) am 18. Tag nach Untersuchungen an C. elegans

Gestation. trugen auch zur Aufklarung der
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genetischen und biochemischen Hintergriinde der Apoptose und deren
evolutionsbiologischer Konservierung bei. Drei Gene (ced-3, ced-4 und ced-9)
wurden isoliert, die am programmierten Zelltod maBgeblich beteiligt sind und
deren Wirkung an If (loss-of-function) und gf (gain-of-function) Mutanten
untersucht wurde. Dabei stellte sich heraus, daB homozygote ced-9 If Mutanten
auBerordentlich hohe Apoptoseraten aufwiesen und noch im Embryonalstadium
starben. Ced-9 gf —Mutanten wiesen weniger Apoptose auf. Waren in den ced-9 If
Mutanten die Gene ced-3 und ced-4 ebenfalls supprimiert, war die Apotoserate
erniedrigt. Uberexpression von ced-3 oder ced-3 und ced-4 fiihrte zu massiv
erhdhter Apoptose, ced-4 df allein hingegen nicht (Hengartner et al, 1992;
Hengartner and Horvitz, 1994b). Aus diesen Beobachtungen schloB man, daB
ced-9 normalerweise die Zelle vor Apoptose schiitzt, ced-3 und ced-4 hingegen
Apoptose fordern. Dabei ist ced-3 in der Lage, autonom pro-apoptotisch zu
wirken, ced-4 bendétigt ced-3 um Apoptose zu induzieren (Yuan and Horvitz,
1990; Shaham and Horvitz, 1996). Daraus wurde folgendes Modell entwickelt:
Das inaktive mitochondrienmembrangebundene ced-9/ced-4/ced-3 Trimer
dissoziiert auf ein Signal hin, das ced-3 aktiviert. Die Spaltung des ced-3
Substrats geht der weiteren Signalkaskade in die Apoptose voran (Chinnaiyan et
al, 1997) (siehe Abbildung 1-13).

v opa ltun g .
ced-3 ced-3 Substrats

=
=
-
-
-

Abbildung 1-13, Modell der Wirkungsweise von ced-3,-4,-9

Diese drei Gene haben also in der Regulation der Apoptose bei C. elegans eine
SchllUsselfunktion. Weitere ced-Gene (ced-1,-2,-5,-6,-7,-10) wurden identifiziert,
sie dienen in spateren Stadien der Apoptose zur endozytotischen Aufnahme der
apoptotischen Kdrperchen in benachbarte Zellen (Hedgecock et al, 1983). In
Mammalia ist die Regulation weitaus differenzierter und auch komplizierter.
Dennoch finden sich die Regelwege der Apoptose evolutionsbiologisch konserviert

in Saugern wieder. Mit Apaf-1 wurde ein Homolog des ced-4 Gens gefunden (Zou
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et al, 1997), die pro-onkogene bcl-2 Familie entspricht ced-9 (Vaux, 1993;
Hengartner and Horvitz, 1994a) und ced-3 wurde als ICE (interleukin 1B
converting enzyme) identifiziert, das als erste einer Reihe von Caspasen
(cysteine aspartat-specific proteinase) entdeckt (Ceretti et a/, 1992; Yuan et al,
1993; Miura et al, 1993); Thornberry and Molineaux, 1995) und Caspase 1
benannt wurde (Alnemri et al, 1996). Die humane Caspase-1 ist zu 29% mit dem
ced-3-Protein identisch, regional bis zu 43% (Yuan et al, 1993). In hochkon-
servierten Regionen befindet sich das Pentapeptid QACRG mit dem aktiven
Zentrum Cys-285 (siehe Abbildung 1-14), das die proteolytische Aktivitat der
Caspase-1 definiert (Schwartz and Milligan, 1996). Zwei weitere auf p20 liegende
Epitope (His-237 und Gly-238) sind hoch konserviert.

Alle Caspasen werden als inaktive

Cys-285

Proenzyme exprimiert, die durch

il

82 QACRG (2 .
o R proteolytische Spaltung an Arg

(Caspase-1: 103-119, 297-316)

aktiviert werden, indem das N-

1 prodoma[n“ p20 H_plD ‘404

QACRG QACRG
=

: ] und die Untereinheiten p20 und
pl0 freigesetzt werden (Walker
OACRG et al, 1994). P10 und p20

3 oligomerisieren mit 2 weiteren

terminale Proenzym abgespalten

dissoziierten Untereinheiten zum

aktiven Tetramer (siehe
'EERCAd Abbildung 1-14). Aktive Caspase-

Abbildung 1-14, Caspase-1: Vom Proenzym 1 spaltet den 31kD Prakursor von

(1) zum aktiven Enzym (3) IL-1B zwischen Asp-116 und Ala-
117 und setzt das 153 Amino-
sauren groBe aktive Polypeptid IL-1p (17,5kD) frei. Das abgespaltene N-ter-
minale Proenzym verstarkt Fas-mediierte Apoptose, vermutlich durch kata-
lytische Aktivierung von Caspase-8 (Tatsuta et a/, 2000).
Caspasen greifen verstarkend in den Ablauf der Apoptose ein, sie sind in die
Signaltransduktionskaskaden nahezu aller apoptoseausldésenden Rezeptoren
integriert. Dabei funktioniert Caspase-8 als Initiatorprotease, die die als
Verstarkerprotease dienende Caspase-1 spaltet, die ihrerseits eine Reihe

Effektorproteasen aktiviert (unter anderem Caspase-3, Caspase-6, Caspase-7).
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Apoptose kann durch eine Vielzahl von dauBeren und inneren Faktoren ausgeldst
werden: u.a. sind Glukokortikoide (z.B.: Dexamethason; Chauhan et al, 1997),
Chemotherapeutika (z.B. Doxorubicin Cece et al, 1996 oder Cyclophosphamid
Meyn et al, 1994), ultraviolette Strahlung (Schwarz et al, 1995), Wachstums-
faktoren (z.B. Epidermaler Wachstumsfaktor Hollis and Chapman, 1987),
zytotoxische Lymphozyten sowie Zytokine (z.B. Tumor Nekrose Faktor Ware et
al, 1996) starke Apoptoseinduktoren. Unter einer Vielzahl apoptoseinduzierender,
meist membranstandiger Rezeptoren, sind Fas und TNFR (siehe Abbildung 1-15
und Abbildung 1-16, vereinfachte Darstellungen) die bestbeschriebenen. Die
Aktivierung dieser Rezeptoren erfolgt Uber die Trimerisierung durch den ent-
sprechenden Liganden, was intrazellular die Bindung des Kopplungsproteins
FADD (Fas-associated death domain protein) an die DD (death domain) des
Rezeptors zur Folge hat. An diesen Komplex bindet die Caspase-8 (beim TNFR-1
bindet zusatzlich TRADD (TNFR1-associated death domain protein)) und aktiviert
die Effektorproteasen, die die Apoptose unumkehrbar einleiten. Dieser Weg ist
anhand des Fas-Rezeptors in Abbildung 1-15 dargestellt. Eine andere Méglichkeit
der Signaltransduktion durch den TNFR ist die Bindung von TRADD and die DD
nach Trimerisierung des TNFR durch TNF (siehe Abbildung 1-16). An diesen
Komplex koppelt sich TRAF (TNFR-associated factor), das mit zwei Signal-
proteinen interagieren kann: cIAP (cellular inhibitor of apoptosis) inhibiert nach
Bindung an TRAF Uber Herunterregulation von Caspasen die Auslésung der
Apoptose, méoglicherweise mediiert von der Aktivierung von NF-kxB (nuclear factor
kB) (Rothe et al, 1995; Uren et al, 1996; Wang et al, 1998). TRAF kann auch mit
RIP2 (receptor-interacting protein oder CARDIAK, (CARD-containing interleukin-
1B-converting enzyme (ICE=Caspase-1) associated kinase) interagieren, Uber
dessen CARD (caspase-recruiting domain) es mit Caspase-1 gekoppelt wird, die
dabei proteolytisch aktiviert wird (McCarthy et al, 1998; Thome et al, 1998). In
der Folge

werden NF-«B und JNK (Jun N-terminal kinase) aktiviert (Liu et al, 1996; Arch et
al, 2000; Chainy et al, 2000), die als Apoptoseregulatoren gelten. Der Trans-
kriptionsfaktor NF«B ist in der Lage die Transkription einer Reihe von Proteinen
zu initiieren, die apoptoseinhibierende Effekte haben, oder apoptoseférdernde
Caspasenaktivierung zu blockieren (Wang et al, 1996; Wang et al, 1998). Die
Rolle von INK beziiglich der Apoptoseinduktion ist umstritten. Sicher ist, daB JNK

nicht direkt apoptoseinduzierend wirkt, jedoch JNK-Aktivierung, abhangig vom
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Abbildung 1-15, Modgliche Signaltransduktions-

kaskaden, initiiert durch FasL oder TNF
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Abbildung 1-16, Weitere Signaltransduktions-

wege, initiiert durch TNF

vorhergehenden Akti-
vierungsweg, mit vermehrter
Apoptose einhergeht (Frisch et
al, 1996; Chen et al, 1998;
Herr et al, 1999; MacFarlane
et al, 2000; Eby et al, 2000).
Diese Annahme wird durch
eine weitere, durch DAXX
(death domain associated
protein) initiierte Signal-
kaskade, in der JNK eine
Schlisselrolle in der Apoptose-
induktion spielt, unterstitzt.
Der genaue auslésende Weg
bleibt unklar (Yang et al,
1997; Chang et al, 1998;
Baker and Reddy, 1998) (siehe
Abbildung 1-15).

Der Zusammenhang zwischen
JNK-Aktivierung, DAXX, RIP
und Apoptose wird in neueren
Publikationen kontrovers
diskutiert (Virdee et al, 1997;
Lenczowski et al, 1997;
Villunger et al, 2000; Perlman
et al, 2001; Wu et al, 2002).
Am Ende all dieser Signal-
kaskaden steht der unumkehr-
bare Suizid der Zelle,
wiederum unter zentraler
Beteiligung von Caspasen. Vor
allem die Caspasen-3,-6,-7
haben eine groBe Anzahl
unterschiedlicher Substrate
(z.B.: Lamin, Aktin, Fodrin,
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PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymerase), DNA-PK (DNA-dependent protein kinase),
Steroidrezeptoren, Histone, Topoisomerasen), die das Zytoskelett und andere
essentielle Proteine der Zelle zerstéren (Lazebnik et al, 1994; Tewari et al, 1995;
Song et al, 1996 Casciola-Rosen et al, 1996; Cryns et al, 1996). Die Aktivierung
von ionenabhangigen Endonukleasen fuhrt zur Fragmentierung der zellularen
DNS, zundchst in groBe Bruchstiicke von 50-200 Kilobasen und nachfolgend in
kleinere Monomere und Multimere in der GréBe von Nukleosomen ca. 180-200
Basenpaaren (Wyllie et al, 1980; Tomei and Cope, 1991; Cotter and Martin,
1996). Zusammen flihren diese katabolen Prozesse zu den morphologisch sicht-
baren Veranderungen der apoptotischen Zelle. Die morphologischen Charak-
teristika der Apoptose (siehe Abbildung 1-17) umfassen die Schrumpfung der
Zellen unter Erhalt der Organellen, Margination von Chromatin, die Kernkon-
densation und -fragmentation. Die Zell-Zellkontakte gehen verloren, die Plasma-
membran stllpt sich aus und schnirt sich ab. Diesem Vorgang folgt eine Frag-
mentation der Zellen in membranumhilite apoptopische Kérperchen, die spater
von benachbarten Zellen, meist von Makrophagen phagozytiert werden, ohne
daB eine Entziindungsreaktion stattfindet. Die DNS-Fragmentierung und die
Morphologie der Zellen wurden in dieser Arbeit zur Identifizierung apoptotischer
Zellen herangezogen. Erstere wurde mit der TUNEL- HOECHST33342-Farbung ,
letztere durch Transmissionselektronenmikroskopie und hochauflésender
Lichtmikroskopie detektiert. Diese Methoden sind im

folgenden Kapitel "Materialien, Tiere und Methoden" eingehend beschrieben.

Diinneres Volumenverlust,
Plasma, Chromatinverklum- Chromatinkondensierung
heterogenes pung, eng gepackte
Chromatin cytoplasmatische
Organellen

Zusammenbruch Zerfall des Zellkerns in Bildung ven "apoptotic bodies"”, die von Makro-
des Zellkerns Bruchstiicke, DNA- phagen und umliegenden Zellen phagozytiert werden,
Fragmentierung kein Integritdtsverlust (keine Entziindungsreaktionen)

<
°® ¢

Abbildung 1-17, Morphologische Verdanderungen wahrend der Apoptose
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1.4 Proliferation und Apoptose im Haarzyklus

"Die Entwicklung der Haare war schon verschiedentlich Gegenstand eingehender
Untersuchungen; es kdnnte daher zunachst Uberflissig erscheinen, daB das
Thema hier noch einmal angeschnitten wird" schrieb R. Danneel 1930 in seinem
Beitrag "Die Entwicklung der Haare bei der Ratte" (Danneel, 1931). Er befand,
daB "Uber wesentliche Einzelheiten der Haarentwicklung und des Haarwechsels
doch noch zahlreiche Unklarheiten und Widerspriiche bestehen" und untersuchte
daraufhin die Morphogenese der Haarfollikel mit den ihm zu Verfligung stehen-
den Mitteln auf das Genaueste. In den folgenden Jahrzehnten wurde die Haar-
follikelentwicklung, im Zuge der Entdeckung neuer Methoden und des
Erscheinens neuer Fragestellungen, immer wieder unter neuen und alten
Aspekten untersucht (Gibbs, 1941; Hardy, 1949; Davidson and Hardy, 1952;
Fleischhauer, 1953; Chase, 1954; Montagha and van Scott, 1958; Pinkus, 1958).
Und dennoch bestehen nach wie vor "zahlreiche Unklarheiten und Widerspriiche".
Sie alle auszuraumen soll und kann nicht Aufgabe dieser Arbeit sein, doch gab
die hergebrachte Ansichten umstiirzende Entdeckung, daBB der programmierte
Zelltod, die Apoptose, ein grundlegender Bestandteil embryonaler Entwicklung ist
(Glicksmann, 1951; Saunders, 1966; Kerr et al, 1972), den AnlaB, an dieser
Stelle erneut auf die Entwicklung der Haare einzugehen.

Embryonalentwicklung und Organogenese sind streng reguliertes und genau
ausgewogenes Zusammenspiel von Zellproliferation, Zellpolarisation,
Differenzierung und programmiertem Zelltod (Glicksmann, 1951; Saunders,
1966; Paus et al, 1993). Der Haarfollikel macht dabei keine Ausnahme (Philpott
and Paus, 1998b; Paus et al, 1995). Wenige Studien erhellen diese Tatsache. J.
Robins (Robins and Breathnach, 1969; Robins and Breathnach, 1969; Robins,
1974 #764]) entdeckte in der humanen Haarfollikelgenese im Zuge ihrer
umfangreichen Dissertation "An ultrastructural study of the development of the
hair, sebaceous gland, and other structures in human fetal skin" von ihr so
genannte dunkle Zellen im Haarfollikelepithel. Die bislang einzige umfassende
Arbeit Uber Apoptose in der Haarfollikelentwicklung wurde von R. Polakowska
(Polakowska et al, 1994) anhand der humanen Haarfollikelmorphogenese
veroffentlicht. Weitere Studien beziehen sich zumeist auf Anagen-( Tamada et al,
1994; Soma et al, 1998) und Katagenphase (Weedon and Strutton, 1981;
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Lindner et al, 1997), hier vor allem auf strahlungsinduzierte Apoptose (Potten,
1985; Geng and Potten, 1990), medikamenteninduzierte Apoptose (Goldberg et
al, 1990; Paus et al, 1994b; Lindner et al, 1997) oder Apoptose pathologischen
Prozessen (Tobin et a/, 1991; Harada et al, 1998).

In dieser Arbeit werden terminale Differenzierung, Apoptose und apoptose-
assoziierte Merkmale sowie Proliferation in allen Kompartimenten des Haar-
follikels wahrend der gesamten Haarfollikelmorphogenese an einem besonders
geeigneten Mausmodell (C57BL/6) mit verschiedenen Methoden untersucht.
Weiter schlieBen die Beobachtungen Telogen und Anagen des Haarzyklus ein,
letzteres ist in seinen spateren Stadien der Morphogenese nicht unahnlich. Den
Untersuchungen des programmierten Zelltodes im entstehenden und im
produzierenden Haarfollikel sind Betrachtungen Uber den sinnfalligen Anteil der

Morphogenese und des Anagens, der Proliferation, gegenlbergestellt.
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2 Fragestellung

Unter Verwendung des C57BL/6- Mausmodells flir Haarforschungszwecke sollen
unter Einsatz von biochemischen, immunhistologischen und morphometrischen

Methoden die folgenden Fragen beantwortet werden:

e LaBt sich ein biochemischer und morphologischer Nachweis flihren, daB
wahrend der Haarfollikelmorphogenese, des Telogens und der Anagenphase

Apoptose in situ auftritt?

e Wo genau und in welchen Stadien kommt es innerhalb des Haarfollikels zu
Apoptose wahrend der Haarfollikelmorphogenese, des Telogens und der

Anagenphase?

e Wie ist die Expression von Markern flir abgelaufende Apoptose (TUNEL,
Hoechst 33342) korreliert mit der intrafollikuldaren Expression eines
Schllsselproteins der zelluldaren Apoptosemaschinerie (ICE, Caspase-1)

wahrend der untersuchten Stadien?

e Wie ist die Expression von Markern flir abgelaufende Apoptose (TUNEL,
Hoechst 33342) und wie die morphometrisch nachgewiesene Proliferation
korreliert mit der intrafollikuldren Expression des proliferationsassoziierten

Markers Ki67 wahrend der untersuchten Stadien?

e Wie ist die Zellkinetik in der Haarfollikelmorphogenese und im Anagen in

epithelialen und mesenchymalen Zellen des Haarfollikels

e Welche Hinweise auf allgemeine Grundprinzipien der Proliferation und der
Apoptoseregulation im Haarfollikel und epithelialen Zellverbanden in situ

lassen sich aus den erhobenen Befunden ablesen?

e Sind die erhobenenen Ergebnisse vergleichbar mit friiheren Untersuchungen

am humanen Haarfollikel?
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3 Materialien, Tiere und Methoden

3.1 Materialien und Gerate

Depilation:
e Ather, Hoechst AG, Frankfurt

10 %ige Ketaminhydrochlorid-Rompun-Ldsung; Ketanest®, Parke-Davis,

Berlin
e Bienenwachs; Aldrich Chemical Comp. Inc., Milwaukee, USA
e Harz; Sigma Chemie, Deisenhofen
e Metallspatel; Carl Roth GmbH&Co., Karlsruhe
e kliniktbliche Einmalinjektionsspritzen, 1 ml; Einmalkantlen 25Gx1"
Hauternte:
e Kleintierscherapparat; Fa. Eickemeyer, Tuttlingen
e Praparierschere; Gr.2, Fa. Aesculap GmbH, Tuttlingen
e Pinzette, anatomisch; Gr.3, Fa. Aesculap GmbH, Tuttlingen
e Einmalskalpelle; Nr. 11, Feather pfm GmbH, Kdln
e duUnner Karton; aus handelsublicher Karteikarte zugeschnitten
e handelsiubliche Haushaltsaluminiumfolie
o Metalloffel
e Einbettmedium fur Gefrierhistologie, OCT, Tissue Tek, Miles
o flUssiger Stickstoff
Gefrierschnitte:
e Kryostat MICROM HM 500 OM, Laborgerate GmbH, Walldorf
e Glasobjektrager "Super Frost"; Fa. Menzel-Glaser, Ratingen
e Poly-L-Lysine, 1 %-ig; Sigma Chemie, Deisenhofen
Antikorper (AK):
e ICE, polyklonoaler Hase-anti-Maus AK, Verdlinnung 1:100 in PBS, Santa
Cruz Biotechnologies
e Ki67, polyklonaler Kaninchen-anti-Maus AK, Verdinnung 1:50 in PBS,
1:100 in TBS, Dianova, Hamburg
e Sekundar AK Ziege-anti-Kaninchen, Rhodamin-gekoppelt, Verdiinnung
1:200 in PBS
e Sekundar AK Ziege-anti-Kaninchen, Biotin-gekoppelt, Verdiinnung 1:200
in TBS
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Farbungen:

Mausnormalserum
Ziegennormalserum
Rindernormalserum
ABC Kit, Vektor
Paraformaldehyd, Sigma Chemie, Deisenhofen
Ethanol, Fa. Merck GmbH, Darmstadt
Essigsaure, Fa. Merck GmbH, Darmstadt
TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick end labeling, in-situ-apoptosis-
detection-kit, ApopTag®, ONCOR
Aquibrilierungspuffer
Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT)-Lésung
Stop-Puffer
Anti-Digoxigenin-Fluoreszin-gekopplete F(ab)2-Fragmente
Phosphat-gepufferte Saline (PBS), fir 41, pH=7,4
32g Natriumchlorid, Sigma Chemie, Deisenhofen
0,8g Kaliumchlorid, Sigma Chemie, Deisenhofen
5,769 Dinatriumhydrogenphosphat, Sigma Chemie, Deisenhofen
0,969 Kaliumdihydrogenphosphat, Sigma Chemie, Deisenhofen
auf 41 mit aqua dest. aufgefullt
Tris-gepufferte Saline (TBS), 0,05 M, fir 11, pH=7,5
8,78g NaCl, Sigma Chemie, Deisenhofen
0,99 Trisbase, Sigma Chemie, Deisenhofen
6,85g TrisHCI, Sigma Chemie, Deisenhofen
auf 1l mit aqua dest. aufgefullt
Entwicklerlésung
2-Amino-2-Methyl-1-1,3-Propandiol; Fa. Merck GmbH, Darmstadt
Levamisol; Sigma Chemie, Deisenhofen
Neofuchsin-Stammldsung, 5 %-ig in 2 N HCL, Endkonzentration
0,1g/l; Chroma GmbH, Stuttgart;
Na-Nitrit; Fa. Merck GmbH, Darmstadt
Naphthol-As-Bi-Phosphat; Sigma Chemie, Deisenhofen
N,N-Dimethyl-Formamid; Fa. Merck GmbH, Darmstadt
N HCI; Fa. Merck, Darmstadt
Papierfilter, gefaltet; Fa. Schleicher & Schuell, Hamburg
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e HOECHST 33342, 2'-[4-Ethoxyphenyl]-5-[4-Methyl-1-Piperazinyl]-2,5'-bi-
1h-Benzimidazol, Sigma Chemie, Deisenhofen
e Mayers Hamalaun:
1g Hamatoxilin, Fa. Merck GmbH, Darmstadt
0,2g Natriumjodat, Fa. Merck GmbH, Darmstadt
50g Kalilaun (Aluminiumkaliumsulfat-dodecahydrat), Fa. Merck
GmbH, Darmstadt
50g Chloralhydrat, Fa. Merck GmbH, Darmstadt
1g Citrat, Fa. Merck GmbH, Darmstadt
e Kaisers Glyceringelatine, gebrauchsfertig, Fa. Merck, Darmstadt
e Eindeckelmedium VectaShield und Immunomount Fa. Shandon,
Pittsburgh, PA fur Immunfluoreszenz
Diverses:
Farbekilvetten; Deckglaser, EppendorfgefaBe, Wasserbad, Magnetrihrer,
Zentrifuge, Feinwaage, PVC-Folien 0,2mm, Farbevorrichtung auf der Basis
von Kapillarkraften, Saugkissen, Pipetten und Spitzen
Auswertung:
e Lichtmikroskop, Zeiss Axioskop; Fa. Carl Zeiss, Oberkochen
e LUMAM-I3 Fluoreszenzmikroskop, LOMO, St. Petersburg, Russland
e Filter:
Rhodamin (ICE und Ki67), Anregung 540nm, Emission: 580nm
FITC (TUNEL), Anregung 490nm, Emission: 525nm
DAPI (HOECHST33342), Anregung 359nm, Emission: 441nm
e Einschub-VergréBerungslinsen; Fa. Carl Zeiss, Oberkochen
e Bild-Analyse-System (ISIS), Fa. Metasystems, Belmont, MA
e IBM-compatibler Personal Computer
Hochauflésende Lichtmikroskopie:
e LKB Ultratome und Glasmesser, Fa. Reichart-Jung Ultracut, Osterreich
e Chloroform, Apotheke des Department for Biomedical Sciences, Bradford,
GroBbritannien
e 1% Toluidinblau in 1% Na,COs, filtriert
e Lichtmikroskop, Fa. Leitz, Wetzlar

TEM:
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e 0,1M Natrium Kakodylat Puffer, Apotheke des Department for Biomedical
Sciences, Bradford, GroBbritannien
42,8g Dimethylarsinsaure (Kakodylsaure)
in 1000ml aqua dest.
5,5ml 0,2N HCI
auf ph7
e kakodylat-gepuffertes 1% Osmium Tetroxid, Apotheke des Department for
Biomedical Sciences, Bradford, GroBbritannien
Osmiumtetroxid:
1g 0OsO,4 in 25ml aqua dest.
verdinnen zur 1% Gebrauchslésung mit Kakodylatpuffer
e Karnovsky Medium, Fa. Agar Scientific Ltd. Essex, GroBbritannien
e Alkoholreihe, Apotheke des Department for Biomedical Sciences, Bradford,
GroBbritannien
e Araldite, Fa. Agar Scientific Ltd. Essex, GroBbritannien
e LKB Ultratome und Glasmesser, Fa. Reichart-Jung Ultracut, Osterreich
e Chloroform, Apotheke des Department for Biomedical Sciences, Bradford,
GroBbritannien
e 5% Uranylazetat, Apotheke des Department for Biomedical Sciences,
Bradford, GroBbritannien
e Bleizitrat, Apotheke des Department for Biomedical Sciences, Bradford,
GroBbritannien
1,33g Bleinitrat
1,76g Natriumcitrat
30ml aqua dest.
8ml 1N NaOH
ph1l2 einstellen
auffullen auf 50mIl mit aqua dest.

e Jeol 100x Elektronenmikroskop, Fa. Jeol Tokyo, Japan
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3.2 Tiere

MaBgebliche Fortschritte im Verstandnis der Biologie des Haarfollikels konnten
bislang vor allem am Tiermodell erzielt werden (Chase, 1954; Philpott and Paus,
1998a; Paus and Cotsarelis, 1999). Solange es nicht gelingt, die verschiedenen
Zellpopulationen des Haarfollikels, insbesondere die Keratinozyten der Haar-
matrix und die Follikelstammzellen zu kultivieren und aus getrennt geziichteten
Zellpopulationen in vitro follikeldhnliche Organoide zu rekonstituieren, werden in-
vivo-Versuche flir absehbare Zeit das wichtigste Instrument auf der Suche nach
den Regulationsmechanismen des Haarzyklus bleiben. Seit den Anfangen der
Haarbiologie gehoért die Maus, deren Haarwachstum mehrere vorteilhafte
Besonderheiten aufweist, zu den am besten geeigneten Versuchstieren. Der
C57BL/6- Mausstamm ist seit Chase (Chase, 1954) in der Haarforschung
etabliert und gut charakterisiert. Der Haarzyklus der C57BL/6-Jungtiere ist
hochgradig synchronisiert und mit 18-20 Tagen Dauer gegenliber dem Haar-
zyklus des Menschen mit 2-6 Jahren ausgesprochen kurz. Durch Depilation der
Haarschafte kdnnen alle Haarfollikel in einem behandelten Hautareal synchron in
die Wachstumsphase (Anagen) gezwungen werden und durchlaufen daraufhin
alle Wachstumsstadien in definierter Zeit (Paus, 1990).

Verschiedene in vitro- Kultivierungstechniken zur Untersuchung der Haarfollikel-
entwicklung (Li et al, 1992a; Li et al, 1992b; Li et al, 1992c; Philpott et al, 1994)
konnten bisher aber die in vivo- Modelle nicht ersetzen, da es bis heute nicht
gelungen ist, einen vollstandigen Haarzyklus in vitro ablaufen zu lassen. Sechs
bis acht Wochen alte, 15-20 g schwere, syngene, weibliche C57/BL-6 Mause
wurden von Charles River Laboratories, Hannover bezogen. Die Mdause wurden in
Gemeinschaftsversuchstierkafigen in Gruppen von maximal finf Tieren im
Versuchstierhaus des Universitatsklinikums Rudolf Virchow, Standort Wedding
der Humboldt Universitat zu Berlin bei Lichtperioden von zwdlf Stunden unter
konstanten klimatischen Bedingungen gehalten. Gefluttert wurden die Tiere mit
einer Alleindiat fir Mause und Wasser ad libitum. Die Embryonen wurden am 18.
und 19. Tag nach Gestation, neonatale Tiere an den Tagen 0,1,2,3,4,5,8,12 post
partum und erwachsene Tiere an den Tagen 0,1,2,3,5,8,12 post depilationem
geerntet.

Die Haltung der Tiere und die Probenentnahmen wurden tierschutzgerecht nach

ordnungsgemaB genehmigten Tierversuchsprotokollen durchgefuhrt. Ein Gutteil
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der Proben entstammte der bereits angelegten Hautbank der Arbeitsgruppe
Haarforschung Paus, so daB3 die Anzahl der ausschlieBlich flr diese Arbeit
geopferten Versuchstiere gering gehalten werden konnte.

Da in der Rickenhaut von C57BL/6-

26 1 - Mausen die pigmentbildenden
elogen

24 Melanozyten ausschlieBlich im

22 1 Haarfollikel und nicht in der

20 - Epidermis lokalisiert sind und diese
c 18 - Melanozyten nur wahrend des
-8 Katagen A | . duzi
B 16 . nagen III-VI Melanin produzieren,
§ ” ist die Hautfarbe dieser Mause streng
§ X zyklusabhangig. Der Haarzyklus |aBt

121 e
:1; sich makroskopisch verfolgen. Die

10 A
- Anagen VI Haut der C57BL/6-Maus ist im

81 ¢ A Telogenstadium ihrer Haarfollikel

nagen V

61 ’ Anagen IV rosafarben. FUnf Tage nach der

4 : Anagen III Induktion beginnt die Haut zu

21 @ Anagen II ergrauen und ist am Tag 9 post

L4 Anagen I L .
0’ e Telogen depilationem schwarz. Zugleich
Haut- Stadium Hautfarbe kommt es zu einer Zunahme der
entnahme und -dicke

Hautdicke, die auch beim spontan

eintretenden Anagen zu beobachten
Abbildung 3-1, Beziehungen von

] . ist. Mit dem Ubergang in das
Hautfarbe und -dicke zum Stadium,

Tage der Hautentnahmen Katagenstadium und damit dem
Sistieren der follikularen Melano-
genese zwischen Tag 17 und 19 p.d.

ergraut die Haut erneut, um nachfolgend ins rosafarbene Kolorit des Telogens

Uberzugehen (Chase, 1954; Hansen et al, 1984; Paus et al, 1989).
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3.3 Methoden

3.3.1 Gewinnung und Verarbeitung der Hautproben

3.3.1.1 Haarzyklusinduktion

Aktives Haarwachstum (Anagen) in der Rickenhaut von erwachsenen C57BL/6-
Mdausen wurde, unter Kurzzeitanasthesie, durch Auftragen einer geschmolzenen
Wachs-Harz-Mischung, mittels Depilation induziert (Paus, 1990). Mduse im
Telogenstadium (erkennbar an der Hautfarbe der Tiere) des Haarzyklus wurden
mittels einer Ather-Inhalationskurznarkose (Héchst AG, Frankfurt) und anschlies-
sender intraperitonealer Injektion von 0,5 ml einer 10% Ketaminhydrochlorid-
Rompun-LI6sung (Ketanest®) kurzzeitig anasthesiert. Die Ketaminhydrochlorid-
I6sung wurde wegen ihrer relativ groBen therapeutischen Breite, der sicheren
und zugleich einfachen Anwendungstechnik, fehlender atemdepressorischer
Wirkung und nur sehr selten auftretenden allergischen Reaktionen gewahlt
Dudziak, 1980).

Zur Depilation wurden Bienenwachs (Aldrich Chemical Comp. Inc., Milwaukee,
USA) und Harz (Sigma-Chemie, Deisenhofen) zu gleichen Gewichtsanteilen
gemischt und durch Erhitzen auf 40°-45° C geschmolzen. Auf einem erwdrmten
Metallspatel (Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe) wurde die Masse an der Luft soweit
abgekuhlt, daB sie gerade noch streichfahig war und von kranial nach kaudal
gleichmaBig dinn auf die Rlickenhaut der Tiere aufgetragen. Nach circa zwei
Minuten wurde die dann erkaltete und gehartete Wachs-Harz-Mischung mit den
darin festhaftenden, fixierten Haarschaften manuell entfernt. Diese Behandlung,
die bei korrekter Anwendung keine sichtbare Entziindungsreaktion zur Folge hat,
induziert den Beginn eines neuen Haarzyklus (Chase, 1954; Paus et al, 1990;
Paus und Czarnetzki, 1992).

3.3.1.2 Gewebeentnahme

Vor der Gewebeentnahme erhielten die Mduse eine Ather-Inhalationsanéasthesie
und wurden dann an definierten Tagen der Morphogenese oder des depilations-
induzierten Haarzyklus getoétet. Mit einem Kleintierscherapparat wurden stérende
Haarschafte entfernt, soweit sie schon nachgewachsen waren. In Hohe des

Schwanzansatzes wurde die Haut mittels eines Skalpells perforiert und dann mit

33



einer Praparierschere zunachst groBflachig stumpf von der darunter liegenden
Kdrperfaszie disseziert. Die so mobilisierte Rlickenhaut wurde durch scharfen
Scherenschnitt von der Maus abgetrennt und zunachst auf kartonierter Alufolie
aufgespannt. Entlang der Vertebrallinie wurde dann ein ca. 1,5 x 3 cm grofes,
rechteckiges Hautareal aus der zentralen Rickenregion mit einem Skalpell (Nr.
11, Feather pfm GmbH, Kdln) entnommen (siehe Abbildung 3-2).

34



|

1. Hauternte
parallel zur
Vertebrallinie

2. Strecken

i der Haut au

i mit Aluminiumfolie
! bezogenen Karton
! und Entnahme eines etwa 2x1cm grossen
Stlckes parallel zur Ausrichtung der H.follikel

1
:‘\Vertebrallinie/'

4. Umschlagen des
Hautstlickes mit
nach innen liegender
Epidermis

\/ s

N,

5. Entfernen des

3. Einbetten der Haarseite
in Einbettmedium

6. Aufbringen des Gewebes in einem Tropfen
Einbettmedium auf einen kalten Metallspatel

Kartons und der
Aluminiumfolie
— —>
N2 4
N2
8. Schneiden mit dem Kryostaten bei ca. -250C, 7. Vollsténdiges Einbetten/ Ein-
Vorschub 6-8um/Umdr. tauchen in N, und Lageryng

bei -800C

oL

Abbildung 3-2, Technik der Hautentnahme und -bearbeitung

il

35



3.3.1.3 Gewebeverarbeitung fiir die immunhistochemische

Verwendung

Die Hautentnahme und -verarbeitung erfolgte nach einer von Hofmann
entwickelten Methode (Paus et al, 1994a), die neben einer standardisierten und
schonenden Probenverarbeitung auch die Gewahr bietet, beim spateren
Schneiden der Gewebestlicke eine groBe Anzahl von Haarfollikeln in der
gewinschten longitudinalen Richtung zu treffen (siehe

Abbildung 3-2, Technik der Hautentnahme und -bearbeitung

).

Das wie oben beschrieben enthommene Hautstlick wurde auf einem kalten
Aluminiumspatel mit ebener Flache plaziert, so daBB das Gewebe gefaltet (mit
einer diinnen Schicht blasenfreien Einbettmediums zwischen den beiden Lagen)
werden konnte und mit seinen Innenseiten aufeinander zu liegen kam. Das so
erhaltene gedoppelte Hautstiick wurde in fllissigem Stickstoff kurz angefroren
und danach hochkant in einen Tropfen angefrorenen Einbettmediums gestellt, so
daB die gefaltete Léangsseite des Gewebes nach oben zeigte, mit Einbettmedium
ganz umhillt und erneut bis zur vollstandigen Durchfrierung des Gewebes in
flissigen Stickstoff getaucht. Die Lagerung der Hautproben bis zur Weiter-
verarbeitung erfolgte bei —-80°C. Die gesamte Prozedur wurde so rasch und so
schonend wie méglich durchgefiihrt, um die Gefahr postmortaler Gewebever-
anderungen so gering wie méglich zu halten.

Ebenso wurde mit graviden Tieren verfahren, deren - nach Tétung des
Muttertieres - entfernte Embryos nochmals mit Ather narkotisiert wurden. Sie

wurden danach getétet und in toto in Einbettmedium eingefroren.

3.3.1.4 Gewebeverarbeitung fiir die hochauflosende
Lichtmikroskopie und die

Transmissionselektronenmikroskopie

Die Hauternte erfolgte wie unter 3.3.1.2 beschrieben. Unverzlglich nach der
Entnahme wurden aus der Haut vorsichtig kleine Wiirfel von héchstens 1mm
Kantenlange geschnitten, sofort in Karnovskys Medium fixiert und mit 0,1 M
Natrium-Kakodylat-Puffer auf pH 7,4 gepuffert. Die Hautstliickchen wurden flr 1

Stunde in kakodylat-gepuffertem 1% Osmiumtetroxid nachfixiert und in einer
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aufsteigenden Alkoholreihe (je 15min) dehydriert. Die entwasserten Proben
wurden anschlieBend in einer aufteigenden Propylenoxid-Kunstharz-Reihe (1:1
20min, 1:3 20min, reines Harz 8h) unter standiger Bewegung der Probengefal3e
durchtrankt, in einer Gummiform ausgerichtet und darin in Taab 812 -Kunstharz

eingebettet. Die Hartung erfolgte bei 60°C innerhalb von 48h.

3.3.1.5 Herstellung der Kryostatschnitte
An einem Kryostaten (MICROM HM 500 OM, Laborgerate GmbH, Walldorf)

wurden bei einer Verarbeitungstemperatur von etwa -20° bis -30°C aus den
Proben 6-8um dicke Gewebsschnitte angefertigt. Der Winkel des Probenblockes
zum Messer wurde so gewahlt, daB mindestens auf einer Seite des gefalteten
Hautstlckes die Mehrzahl der Haarfollikel longitudinal getroffen war. Die in der
Histologie gebrauchlichen Glasobjekttrager wurden vor der Verwendung mit Poly-
L-Lysine beschichtet. Nach Lufttrocknung der Schnitte GUber mehrere Stunden bei
Raumtemperatur, Acetonfixierierung (10 min bei —-20°C) und erneuter Luft-
trocknnung erfolgte die Lagerung bis zur Durchfiihrung der Farbungen bei -20°C.
Die Schnitte, die mit der TUNEL-Methode gefarbt werden sollten, wurden nach

etwa 10 Minuten Trocknung sofort weiterverarbeitet.

3.3.1.6 Herstellung der Semi- und Ultradiinnschnitte

Nach der Aushartung der Harzbldécke wurden sie mit einer Rasierklinge getrimmt.
Mit frisch gebrochenen Glasmessern wurde der Block zunachst auf einem LKB
Ultratome (Fa. Reichart-Jung Ultracut, Osterreich) unter dem Stereomikroskop
feingetrimmt, angeschnitten und grob die Schnittebene ausgerichtet. Danach
wurden mit wieder frisch gebrochenen Messern, auf denen mit Wachs der mit
aqua dest. geflllte Trog befestigt war, die ersten Semidlinnschnitte geschnitten.
Dabei betrug der Vorschub zwischen 400-800nm. Sie wurden im Wasser liegend
mir Chloroform bedampft, mit einer Ose herausgenommen und auf Objekttréager
verbracht. Nach dem Trocknen bei 60°C wurden die Schnitte bei der selben
Temperatur mit Toluidinblau fur 30-60s gefarbt, gewaschen und unter dem
Lichtmikroskop beurteilt. MuBte die Schnittebene bei Bedarf noch leicht
verandert werden, wurden zundachst erneut Semidinnschnitte hergestellt. Bei
zufriedenstellender Ebeneneinstellung begann mit wieder sorgfaltig frisch
gebrochenen Messern das Schneiden der Ultradinnschnitte (80-90nm). Sie
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wurden, wiesen sie die entsprechende silbern-goldene-Interferenzfarbung auf,
mit Chloroform gestreckt und unter zurhilfenahme einer Wimper auf die mit

Aceton benetzten Kupfergrids gehoben.

3.3.2 TUNEL-Farbung und Immunhistologie

3.3.2.1 TUNEL in-situ Endmarkierung

Zur Markierung fragmentierter DNS, ein Charakteristikum apoptotischer Zellen,
wurde die terminale Desoxynukleotid-Transferase vermittelte dUTP- fluoreszein-
gekoppelte DNS Fragmentmarkierung (TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick end
labeling, ApopTag®, Oncor) verwandt. Bei dieser Technik werden
Einzelstrangbriiche in der genomischen DNA nachgewiesen, die durch aktivierte
Endonukleasen bei Apoptose zwischen den Histonen entstehen (siehe Abbildung
3-3). Die Markierung der Bruchstellen erfolgt durch den Einbau von modifizierten
Nukleotiden mit Terminaler Desoxyribosyl-Transferase. Die Zellen werden dafir
zunachst mit Paraformaldehyd fixiert, die Cytoplasmamembran wird dadurch
permeabilisiert. Auf die fixierten Zellen gibt man nun eine Lésung aus Terminaler
Desoxyribosyl-Transferase und digoxigeninmarkierten Nucleotiden. Das Enzym
koppelt die markierten Nucleotidderivate an die freien 3'OH-Enden von DNA-
Strangbrichen. Der Nachweis der eingebauten modifizierten Nukleotide erfolgt
nach Markierung mit fluoreszeingekoppelten Antidigoxigenin-Antikdérper-
fragmenten (Fluorescein-isothiocyanate (FITC)-konjugierten F(ab),) unter dem
Fluoreszenzmikroskop.

Die Gegenfarbung wurde mit nicht-interkalierendem Hoechst 33342 (2'-[4-
ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2,5'-bi-1h-benzimidazole, Sigma
Chemical Co, Diesenhofen, Germany) (Sailer et al, 1997), einem DNA-bindendem
Fluorochrom mit bevorzugter Bindung an A-T Basenpaare (Crissman und
Steinkamp, 1993) ausgeflihrt. Da es erhdhte Leuchtdichte in apoptotisch
geschrumpften Zellkernen und apoptotischen Kérperchen (apoptotic bodies)
erzeugt (Schilli et al, 1998), dient es als Gegenfarbung und gleichzeitig als
Kontrolle der TUNEL-positiven Markierungen (Hardin et al, 1992; Lindner et al,
1997).
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gekoppeltem dUTP

Bindung des
Fluoreszin-gekoppelten
anti-Digoxigenin-
Antikdérperfragments

Abbildung 3-3, Mechanismus der TUNEL-Farbung

Die Sensitivitat dieser Methode ist sehr hoch: Im Prinzip kann damit jede
einzelne apoptotische Zelle identifiziert werden und das bereits in einer sehr
frihen Phase der Apoptose. Die Spezifitat allerdings ist, durch die Markierung
auch solcher Zellen, die nekrotische DNS-Degradation aufweisen, geringer. Die
Uberpriifung der Ergebnisse mit anderen Methoden wird von manchen Autoren
empfohlen (Negoescu et al, 1996; Labat Moleur et al, 1998).

Auf die gelelektrophoretische Darstellung der DNS-Leiter, die bis vor kurzem als
Standardnachweis fur apoptotische Zellen galt (Wyllie et al/, 1980; Oberhammer
et al, 1993), wurde hier wegen einer groBen Zahl von methodischen Problemen
und falsch-positiven wie falsch-negativen Ergebnissen verzichtet. So ist es
auBerst schwierig, die Endonukleseaktivitat in einem intakten Organ nachzu-
weisen, in dem flr gewdhnlich nur ein sehr kleiner Teil von Zellen zu einem
bestimmten Zeitpunkt Apoptose durchlauft, so daB auch bei optimalen
Bedingungen nur schwache Banden in NukleosomengréBe erwartet werden
kdnnen (Cotter und Martin, 1996). So zeigte sich bei Linder (Lindner et al, 1997)
eine sehr schwache DNA- Fragmentierung bei Maushautextrakten vom Tag 12

p.d., erst im Katagen wurden die Ergebnisse signifikant. Darliberhinaus erlaubt
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der Nachweis der DNS-Leiter keine Riickschlisse auf die Lokalisation der

apoptotischen Zellen.

3.3.2.2 Doppelfarbung TUNEL-ICE und TUNEL-Ki67

Um zum einen beurteilen zu kénnen, welche Zellpopulationen im Haarfollikel ICE-
Immunreaktivitat (IR) und gleichzeitig Zeichen von DNA-Fragmentierung zeigen,
und zum anderen einen raumlichen Zusammenhang zwischen Apoptose und
Proliferation aufzuzeigen, wurde die kombinierte Hoechst 33342 und TUNEL-
Methode mit einer immunohistochemischen Farbemethode zu einer Dreifach-
Markierung kombiniert.

Daflr wurden Kryostat-Gewebeschnitte (6-8um) der Riickenvollhaut frisch
geschnitten und zunachst in 10% Formalin fir 10min bei RT und anschlieBend in
Ethanol/Essigsdure (2:1) fir 5min bei —20°C fixiert. Die Schnitte wurden dann
kurz mit dem Aquilibrierungspuffer fiir 5min bei RT bedeckt. Nach der Inkubation
mit Terminaler Desoxyribosyl-Transferase und dem Unterbrechen der enzymver-
mittelten Reaktion wurden unspezifische Bindungsstellen mit 10% Ziegennormal-
serum (ZNS) geblockt und dann der in PBS geldste Primarantikérper 1% aufge-
tragen. Dieser war entweder gegen das Ki67 AG oder gegen das ICE-AG
gerichtet. Als Negativkontrolle dieser AK wurde anstatt des Primarantikérpers nur
mit Medium inkubiert oder mit Kaninchen- oder Ratten-IgG. Negative Kontrollen
der TUNEL-Farbung wurden, wie im Protokoll des Herstellers beschrieben, durch
Weglassen der TdT durchgefihrt. Als Positivkontrollen wurden Schnitte durch
embryonales Mausgewebe verwendet (siehe Abbildung 1-12). Nach der Uber-
nachtinkubation bei 4°C wurde zundchst mit dem Auftragen der Anti-Digoxigenin-
Fluoreszein-gekoppelten F(ab)2 Fragmente die TUNEL-Farbung beendet, danach
der immunohistochemische Teil mit der Inkubation mit rhodaminiertem
Sekundar-AK. AbschlieBend erfolgte die Gegenfarbung mit Hoechst 33342.
Tabelle 3-1 zeigt das genaue Schritt-flir-Schritt-Protokoll dieser Farbung.
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Tabelle 3-1, TUNEL / Ki67 Doppelfarbung

Schockgefrorenes Gewebe frisch schneiden, ca. 10 min Tin tin min
trocknen lassen, °c
mit Fettstift umranden
Fixieren in 10% Formalin (im Abzug) RT 10’
- PBS (immer 3x5 min)
Postfixieren in Ethanol/Essigsaure 2:1 - 20 10’
- PBS waschen
Aquilibrierungspuffer RT 5’
13 pl / Schnitt unter Folie,
dann Folie entfernen
TdT Lésung 37 60’
10 pl / Schnitt unter Folie, bestehend aus:
7,04 ul Reaktionspuffer
2,96 pl Terminale Desoxyribosyl-Transferase
dann Folie entfernen
Stoppuffer 37 30°
- PBS waschen
Blocken mit ZNS RT 20’
70 ul / Schnitt
10% ZNS in PBS
Entweder: 4°C |Uber
1. AK KI67 (polyklonal Hase anti Maus, Dianova, Hamburg) Nacht
oder: in Inkub.-
AK ICE (polyklonal Hase anti Maus ICE p10, Santa Cruz kammer
Biotechnology, Santa Cruz, CA)
70 ul / Schnitt
1% AK in PBS
- PBS waschen
AK-L6sung TUNEL RT 30’
13pl / Schnitt unter Folie, bestehend aus:
6,33ul Blockldsung
6,761l Anti-Digoxigenin-Fluoreszein-gekoppelte
F(ab), Fragmente
dann Folie entfernen
- PBS waschen
2. AK Ziege anti Hase rhodaminiert RT 30’
70 ul / Schnitt
0,5% AK
4% MNS
2% ZNS in PBS
-> PBS waschen
Kernfarbelésung Hoechst 33342 RT
70 pl / Schnitt
1:400 in PBS oder 40'
1:200 in PBS 15°

- PBS waschen

Eindeckeln mit VectaShield o.3a.
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3.3.2.3 Avidin-Biotin-Komplex-Methode

Das Antigen wird vom Primarantikdrper detektiert, an den der mit Biotin
markierte Sekundarantikérper angreift. Das Biotin-Molekil hat ein hohe Affinitat
zu Avidin, das in einer Zubereitung als Avidin-Biotin-Komplex (ABC) mit Per-
oxidase konjugiert (ABC-PO) ist. Durch die Bindung von auf das Gewebe gegebe-
nen ABC-PO an das Biotin des Sekundarantikérpers ist das Enzym am Ort des
vom Primarantikérper detektierten Antigens, welches jetzt bei Substratangebot
durch eine Farbstoffreaktion sichtbar gemacht werden kann. Wegen der héheren
Sensitivitat der ABC-Methode gegeniber der Immunfluoreszenz wurde die
Farbung des Ki-67 Antigens zusatzlich mit dieser Methode ausgeflihrt.

“ Avidin

A Bioctin

@ Marker

Enzymkomplex

Biotinylierter
Sekundar-AK

Primar-AK

£y h -
£ iy L Antigen

Abbildung 3-4, molekularer Mechanismus der ABC-Methode

Zur Detektion und Visualisierung des Antigens Ki67 wurden die Kryostatschnitte
eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) luftgetrocknet, in 0,1 M Tris gepufferter
Salzlésung (TBS) mit einem pH-Wert von 7,4 fir 15min bei RT gewaschen und
mit Avidin- und Biotin-Blockierungs-Ldsung fiir je 15min behandelt (zwischen
den Schritten spllen mit TBS). Dann wurden sie mit 10% ZNS zur Blockierung
unspezifischer Bindungen inkubiert. Ohne Waschen folgte dann die Inkubation
mit dem Primarantikdrper Ki67 (polyklonal Hase anti Maus, Dianova, Hamburg)
in TBS (1:100) Uber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag wurden die Schnitte
mehrfach gespilt und mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper Ziege-anti-Hase

(1:200 in TBS), 4% Mausnormalserum und 2% ZNS bei Raumtemperatur
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inkubiert, danach wieder gespult und mit ABC-PO fur 30min inkubiert. Nach
erneutem Spiulen erfolgte die Entwicklung der braunen Farbreaktion mit DAB, bis
sie nach Augenschein durch Spilen abgebrochen wurde. Nach letztem
sorgfaltigem Waschen erfolgte die Gegenfarbung in Mayers Hamalaun und das
Eindeckeln der Schnitte mit Kaisers Glyceringelantine. Diese Farbung wurde mit
der in 3.3.2.4 beschriebenen Einspannvorrichtung fir Objekttrager vorgenom-

men. Tabelle 3-2 zeigt das genaue Schritt-flr-Schritt-Protokoll dieser Farbung.

Tabelle 3-2, Fiarbeprotokoll der Ki67 Farbung

Acetonfixierte Kryostatschnitte werden in die RT
Einspannvorrichtung fir Objekttrager eingelegt und sorgfaltig
gespllt

Absaugen der Spllflussigkeit

Fillen der Spalte mit Avidin-Blockierungslésung RT 15’
Spulen und Absaugen der Spulfllissigkeit

Fullen der Spalte mit Biotin-Blockierungsldsung RT 15’
Spulen und Absaugen der Spiulflissigkeit

Flllen der Spalte mit 10% ZNS in TBS RT 20’
Fiillen der Spalte mit 4°C |Uber
1. AK Ki67 (polyklonal Hase anti Maus, Dianova, Hamburg) Nacht

1:100AK in TBS

Spulen und Absaugen der Spilflissigkeit

Flllen der Spalte mit RT 30’
2. AK Ziege-anti-Hase biotinyliert
1:200 AK

4% MNS

2% ZNS in TBS

Spulen und Absaugen der Spulflissigkeit

Flllen der Spalte mit RT 30'
Avidin-Biotin-Komplex (ABC) peroxidasekonjugiert

Spulen und Absaugen der SpiulflUssigkeit

Entwicklung der Farbreaktion mit DAB RT nach
Augen-
schein

Spulen und Absaugen der SpilflUssigkeit

Herausnehmen der Objekttrager aus der Einspannvorrichtung |RT nach

und Gegenfarbung in Mayers Hamalaun Augen-
schein

Eindeckeln der Schnitte mit Kaisers Glyceringelantine
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3.3.2.4 Einspannvorrichtung fiir Objekttrager

Zur Effektivierung des aufwendigen immunhistochemischen Procedere wurde ein
kleiner Halteapparat flir Objekttrager (Abbildung 3-5) entwickelt. Die Einfach-
farbungen Ki67 wurde mit dieser Vorrichtung vorgenommen. Die Objekttrager
sind dabei paarweise angeordnet und durch PVC-Folienstiicke getrennt, die so
kapillare Spalte erzeugen. Durch diese erfolgt die Benetzung mit der gewinsch-
ten Antikérperverdinnung, dem Waschpuffer oder der Farbelésung.

Sie wurde am 20.05.1999 beim Deutschen Patent und Markenamt unter der
Bezeichnung "Einspannvorrichtung flr Objekttrager zum immunhistochemischen
Anfarben von Gefrier- und Paraffinschnitten mittels Kapillarkraft", Nr. 299 03
171.3 als Gebrauchsmuster eingetragen.

Ein kleines, den MaBen der hier verwendeten handelsliblichen Objekttragern
angepalBtes Gestell ermdglicht es, die Objekttrager zwischen zwei moosgummi-
beschichteten Winkeln waagerecht stehend anzuordnen (Abbildung 3-5). Zum
Bestlicken der Einrichtung wird es umgedreht, so daB die offenen Winkel dem
Betrachter entgegenstehen, die dem Betrachter entferntere Seite wird leicht
angehoben. Der erste Objekttrager wird mit der gewebebeschichteten Seite nach
oben eingelegt (Abbildung 3-6). Dann wird seitlich je eine kleine, zuvor
befeuchtete Folie aufgebracht, auf der bedruckten Seite des Objekttrager die
gréBere, gegentliber die kleinere. Darauf legt man mit der gewebebeschichteten
Seite nach unten den nachsten Schnitt. Damit entsteht der erste kapillare Spalt.
Der nachste Objekttrager wird wie der erste aufgelegt, ohne Abstandshalter,
direkt auf den zweiten, die beschichtete Seite wieder nach oben. Auch er wird an
den Seiten mit PVC-Folie versehen, die den Abstand zum nachsten Objekttrager

erzeugt, der wieder mit der beschichteten Seite nach unten zeigt.
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Abbildung 3-5, Vorrichtung zum Anfarben von Gewebeschnitten mittels
Kapillarkraft

Abbildung 3-6, Befiillen der Abbildung 3-7, Inkubation durch
Vorrichtung seitliches Pipettieren
-

Abbildung 3-8, Fiillung der Spalte, Abbildung 3-9, Kapillarkréfte fiihren
hier beispielhaft mit Himalaun zu gleichmiBiger Benetzung der

Schnitte
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Der Abstand der den Kapillareffekt erzeugenden Glaser hangt damit von den
Folien ab, die zwischen den paarweise angeordneten Objekttrager angebracht
werden. Als praktikabel erwies sich eine Folienstarke um die 140-200um. Eine
weiche Beschaffenheit und MaBtreue der Folie ist winschenswert, da so der tote
Raum, v.a. der serienmaBig bedruckte des Objekttrager nicht inkubiert wird.
Wenn Objekttrager in der gleichen Prozedur mit verschiedenen Antikdrpern
inkubiert werden sollen, werden die verschiedenen Objekttrager-Paare nicht
aufeinandergelegt, sondern raumlich getrennt. Gleiches geschieht mit den
Negativkontollen. Auf diese Weise lassen sich gleichzeitig etwa:

32 Objekttrager, 1 Antikdrper, 2 Objekttrager Negativkontrolle

je 14 Objekttrager, 2 Antikdrper, 2 Objekttrager Negativkontrolle

farben.

Nach dem Einlegen der Glaser und der Folien werden die Spannrandelrader sanft
angezogen. Das Moosgummi in den Winkeln verhindert eine Absplitterung der
Objekttrager und gewahrleistet einen gleichmaBigen Druck auf die Objekttrager.
Nun kann man die Vorrichtung samt den eingespannten Objekttrager umdrehen,
stellt sie auf eine mit PVC-beschichtete Moosgummiplatte (Abbildung 3-7), auf
deren Oberflache die gewlinschten Areale zur Inkubation mit Fettstift einge-
zeichnet sind. Dies ist nur nétig, wenn mit mehreren Antikérper gearbeitet wird.
Wenn nun die beladene Spannvorrichtung auf der Inkubationsfolie steht, die
Objekttrager gleichen nun einem Glasblock, pipettiert man 200-300 pl pro
Objekttrager-Paar an die Seite des Blocks, an dem das kleinere PVC-Stlick den
Abstand halt. Die an die Seite pipettierte FlUssigkeit zieht sich schnell in die
kapillare Spalte (Abbildung 3-8), flllt Gber 2/3 der verfligbaren Flache.
Luftblasen sind selten. Sanftes Klopfen auf das Gestell fihrt zu vollstandiger
Flllung der kapillaren Spalte (Abbildung 3-9). Auf diese Weise werden die
Objekttrager gleichzeitig und gleichmaBig inkubiert. Ebenso werden alle Schnitte
gleichmaBig gewaschen, indem man die Apparatur frei aufhangt. Jeder oben
zugefligte Tropfen Waschpuffer durchlauft die kapillaren Spalte und tropft an der
Unterkante wieder heraus (Abbildung 3-10), dabei ist jeder Schnitt standig
vollstéandig von Puffer umgeben, was das Austrocknen verhindert (Abbildung
3-11).

Eine komplett neue Fullung des Spaltes ohne Konzentrationsverluste durch
héangengebliebene Pufferreste erreicht man durch vorheriges Absaugen

(Abbildung 3-12). Dazu benutzt man eine saugfahige Unterlage, wie z. B. einen
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Schwamm oder Zellstoff. Durch Senkrechtstellen und vorsichtiges Bewegen den
Vorrichtung bei gleichzeitigem Druck auf die Saugflache entleeren sich die Spalte
schnell und vollstéandig. Danach kann man erneut alle Spalte durch seitliches
Pipettieren fiillen. Fiir Ubernachtinkubationen wurde eine handelsibliche
Plastikdose verwendet (Abbildung 3-13).

Abbildung 3-10, Ausspiilen der Abbildung 3-11, Gewaschene Schnitte
inkubierten Lésung

Abbildung 3-12, Absaugen auf Abbildung 3-13, Luftdichte
saugfahiger Unterlage Inkubationskammer
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3.3.3 Transmissionselektronenmikroskopie und

hochauflosende Lichtmikroskopie

3.3.3.1 Semidiinnschnitte und hochauflosende
Lichtmikroskopie

Die Herstellung und die Farbung der Semidinnschnitte wurde in Kapitel 3.3.1.6
beschrieben. Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter dem Lichtmikroskop
(Fa. Leitz, Wetzlar) bei einer 100-fachen VergréBerung unter dem Immersions-
Olobjektiv. Die Bildaufnahmen entstanden mit einer zum Mikroskop gehdrigen
Spiegelreflexkamera, die Entwicklung der Negative und die Herstellung der
Abzige der 35mm Filme wurde von einem ortsansdssigen Unternehmen

vorgenommen.

3.3.3.2 Ultradiinnschnitte und

Transmissionselektronenmikroskopie

Die Herstellung der Ultradiinnschnitte wurde in Kapitel 3.3.1.6 beschrieben. Nach
dem Aufziehen auf die Grids wurden die Schnitte kontrastiert. Die in Petrischalen
mit der Probenseite nach oben gelegten Grids wurden mit einem Tropfen 5%
Uranylazetat bedeckt. Nach einer Viertelstunde wurde der Uberstand mit
Filterpapier abgesaugt, NaOH-Platzchen in die Petrischale gegeben und die
Schnitte fir 20min mit Bleizitrat benetzt. Danach wurden die Schnitte mehrfach
in aqua dest. gewaschen und getrocknet. Die Auswertung der Ultradlinnschnitte
erfolgte unter dem Jeol 100x Elektronenmikroskop (Fa. Jeol Tokyo, Japan) bei
80kV und verschiedenen VergrdBerungen. Die Bildaufnahmen entstanden
ebenfalls mit diesem Mikroskop, die Entwicklung der Negative und die Her-
stellung der Abzige wurde in der Dunkelkammer der Universitat Bradford,

England mit handelsliblichen Entwickler- und Fixierungslésungen vorgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Apoptoseassoziierte Marker (TUNEL-
Positivitat und ICE Immunreaktion) in der

Haarfollikelmorphogenese

Apoptose in der Organogenese ist ein regelhaftes Phanomen (Glicksmann, 1951;
Saunders, 1966; Kerr et al, 1972; Mori et al, 1995; Milligan und Schwartz,
1997). Mit einem massiven Vorkommen von Apoptose hat dies nicht zu tun, wie
beispielsweise die HF-Regression durch Apoptose im Katagen (Lindner et al,
1997). Ist im folgenden von einer "hohen Dichte apoptotischer Zellen" die Rede,
muss man dies im rechten Verhaltnis sehen. Die Doppelfarbung mit der TUNEL-
Methode und dem HOECHST 33342-Farbstoff zeigte, daB anndhernd alle TUNEL-
positiven Zellen auch eine starke Intensitdat an HOECHST 33342-Farbstoff
(verglichen zu benachbarten TUNEL-negativen Zellen) aufwiesen (Whiteside et
al, 1998; Schilli et al, 1998). Aus diesem Grund werden TUNEL- und HOECHST
33342 positive Zellen im folgenden Text vereinfacht mit "“TUNEL+" bezeichnet.
Der besseren Lesbarkeit wegen wird flr die Caspase-1 der altere Begriff ICE

verwendet.

Die Ergebnisse zeigen, daB die Relation von TUNEL+ Zellen und ICE keine
unmittelbare ist. Dabei ist zu bertcksichtigen, daB sich der verwendete ICE
Antikérper sowohl gegen die aktive als auch die inaktive Form richtet (Shimizu et
al, 1996; Bhat et al, 1996). So wurde in stark ICE+ Zellverbanden nicht zwangs-
ldufig auch eine hohe Dichte an TUNEL+ Zellen gefunden. Jedoch zeigte sich, daB
in Regionen, die durch die gesamte HF-Entwicklung keine ICE IR aufwiesen, auch

keine Zellen apoptosierten (z.B. die Zellen der DP).

In den frihen Stadien (0-3) der HF Morphogenese (MG) weist die Epidermis im
Stratum basale, Stratum spinosum und im Stratum granulosum eine starke ICE
IR auf (Abbildung 4-1 b, d, f; Abbildung 4-2 b), wahrend die Dermis ICE- ist.
TUNEL+ Zellen finden sich in allen Schichten der Epidermis, so im Stratum
spinosum (Abbildung 4-1 b) und im tiefen Stratum corneum (Abbildung 4-1 a, e,

f). Die letzteren sind flache, langliche TUNEL+ Zellen, die parallel zur
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Hautoberflache liegen. TUNEL+ Zellen in den darunterliegenden Epidermis-
zellschichten sind meist rund.

In diesen friihen Stadien sind alle Keratinozyten des sich entwickelnden
Haarkeimes stark ICE+. Die IR ist auf den epithelialen Anteil des Haarkeimes
begrenzt und schlieBt zur Dermis scharf ab (Abbildung 4-1 b, d, f; Abbildung 4-2
b). So sind die dermalen Fibroblasten, die in diesen Stadien zur DP aggregieren,
durchweg ohne ICE IR. Mit der raumlichen Organisation der Zellen, die die
einzelnen Schichten des HF bilden werden (Stadium 4), also der Bildung des
Haarkonus, der in diesem Stadium eher als IWS-Konus zu bezeichnen ist, geht
die ICE IR aus dem gesamten Bulbusbereich zurtck (Abbildung 4-2 d). In den
weiteren Stadien bleibt der Bulbus frei von ICE+ Zellen. Im Stadium 5
erscheinen die ersten TUNEL+ Zellen im Follikelepithel (Abbildung 4-2 e, f).
Diese Zellen sitzen regelmaBig dem Haarkonus auf, sie sind im Stadium 5 noch
oval oder tropfenférmig, wenn der Haarschaft weiter ins Epithel vorstdBt
(Stadium 6), gewinnen sie eine langliche, flache Form, die parallel zum
Haarschaft liegt (Abbildung 4-3 a, b, ¢). In diesem Stadium hat die ICE IR in der
proximalen AWS und IWS sehr nachgelassen. Der Haarschaft hat die Haarbeet-
(Bulge-)region erreicht, in diesem Follikelanteil ist die ICE IR in der AWS, der
IWS (Konus), der TD und des Infundibulums stark und bleibt es bis ins Stadium
8 (Abbildung 4-3 b, ¢, e, f, g; Abbildung 4-4 b). Die TUNEL+ Zellen nehmen mit
der Entwicklung weiter zu. Im Stadium 7 liegen die TUNEL+ Zellen vor allem in
der mittleren und distalen IWS, diese Zellen sind fast immer langgestreckt und
liegen parallel zum Haarschaft. Im Epithel des Haarkanals erscheinen nun auch
TUNEL+ Zellen, sie sind meist von rundlicher Form (Abbildung 4-3 d, e, g).
Gelegentlich finden sich auch TUNEL+ Zellen in der Medulla des Haarschaftes
(Abbildung 4-3 f, vergleiche mit Abbildung 1-1 rechts).
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Abbildung 4-1, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE
(rechts) der Haarfollikelmorphogenese der Stadien 0 bis 2
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Abbildung 4-1, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE
(rechts) der Haarfollikelmorphogenese der Stadien 0 bis 2

a) Stadium 0 der Haarfollikelmorphogenese, vereinzelte Ki67+ Zellen in der
basalen Zellschicht Epidermis, TUNEL+ Zelle im Stratum Corneum (Pfeil)

b) Stadium 0, ICE-Immunreaktion (IR) in der Epidermis, TUNEL+ Zelle in der
Epidermis (Pfeil)

c) Stadium 1, epitheliale Zellen des Haarkeims Ki67+ (groBer Pfeil), Zellen der
Dermis unterhalb des Haarkeims Ki67+ (kleiner Pfeil)

d) Stadium 1, ICE IR in der Epidermis

e) Stadium 2, beinahe alle Keratinozyten des Stadium 2 Haarkeimes sind Ki67+,
darunter Kondensierung der Fibroblasten, die die dermale Papille bilden (kleiner
Pfeil)

f) TUNEL+ Zelle in der Epidermis (groBer Pfeil)ICE IR in allen Keratinozyten,
keine IR in der Dermis. Dermale Papille (kleiner Pfeil), TUNEL+ Zelle (groBer
Pfeil)

Im Stadium 8, dem reifen HF, zeigen sich folgende Regionen mit relativ hoher
Dichte von apoptotischen Zellen: Flache, langliche Zellen finden sich in der
mittleren IWS und in der distalen IWS bis zu ihren Ende. Rundliche TUNEL+
Zellen treten vor allem im Epithel des Haarkanales auf. Die Verteilung der ICE IR
ist folgende: Starke ICE IR in der Epidermis, dem Haarkanal und der distalen
AWS. Schwache ICE IR im mittleren Follikelepithel. Keine ICE IR im proximalen
HF, der Haarmatrix und der DP (Abbildung 4-4 b).

TUNEL+ Zellen finden sich Uber die gesamte HF MG in der Epidermis, sind im
Lauf der spateren Stadien jedoch seltener. Im Rahmen dieser Arbeit war die DP
zu keiner Zeit ICE+ und wies nie TUNEL+ Zellen auf. Eine schematische Zusam-
menfassung der TUNEL+ Zellen und der ICE IR in der HF MG findet sich in
Abbildung 4-10.
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Abbildung 4-2, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE

(rechts) der Haarfollikelmorphogenese der Stadien 3 bis 5
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Abbildung 4-2, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE
(rechts) der Haarfollikelmorphogenese der Stadien 3 bis 5

a) beinahe alle Keratinozyten des Stadium 3 Haarzapfens sind Ki67+, dermale
Papille (Pfeil) ohne IR

b) starke ICE IR in der Epidermis, ICE IR in den Keratinozyten des Stadium 3
Haarzapfens, dermale Papille (Pfeil) ohne IR

c) Proliferierende Bulbuskeratinozyten im Stadium 4 sind stark Ki67+, sie
umschlieBen die dermale Papile (DP, Pfeil). In distal gelegenen Keratinozyten
geht die Ki67 IR leicht zurlick

d) Mit der Organisation der Zellen im Stadium 4 zum Haarkonus zieht sich die ICE
IR aus den Bulbuskeratinozyten zurtick, distal weiter starke ICE IR

e) Mit dem Beginn der Differenzierung zur Inneren Wurzelscheide, erscheinen die
ersten TUNEL+ Zellen des Haarfollikels an der Spitze des Haarkonus (Pfeil).
Starke Ki67 IR im Bulbus proximal der Auber schen Linie, dariiber kaum Ki67
IR, ab der mittleren AuBeren Wurzelscheide (AWS) wieder vereinzelte Ki67+
Keratinozyten

f) ICE IR weiterhin nur distal der DP (kleiner Pfeil), TUNEL+ an der Spitze des
Haarkonus (gestrichelt)

4.2 Proliferationsassoziierter Marker Ki67

wahrend der Haarfollikelmorphogenese

Die Doppelfarbung mit der TUNEL-Methode und dem Ki67 AK zeigt die
raumliche Verteilung von Zelltod und Proliferation. Es sei darauf hingewiesen,
daB das Ki67 Antigen von Zellen exprimiert wird, die die Ruhephase der Zelle
verlassen haben und sich im Zellzyklus befinden. Es wurden durch Anti-Ki67
AK also nicht nur mitotische Zellen detektiert. Naturgemas ist die Zahl der
Ki67+ Zellen somit weit hoher als die mit TEM oder HRLM untersuchten Mito-
sefiguren. Bereits in Stadium 0 der HF MG ist die gesamte Haut von reichlich
Ki67+ Zellen durchsetzt. Die Zelldichte in der Dermis ist um ein Vielfaches
héher als die adulter Tiere. Auch dort finden sich Ki67+ Zellen, die meisten
jedoch sind im Stratum basale der Epidermis lokalisiert (Abbildung 4-1 a).
Etwa die Halfte der Zellen ist aus der Ruhephase getreten. Die Ki67 Zellen
liegen regellos verteilt. Im Stadium 1 (Abbildung 4-1 c) sieht man die Zellen
des Haarkeimes zusammenliegen. Sie sind alle Ki67+,haben ihre Polarisierung
geandert und sind gréBer als die umliegenden Keratinozyten der basalen
Zellschicht. Dadurch entsteht eine leichte Vorwélbung der Epidermis in die

Dermis.
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Abbildung 4-3, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE

(rechts) der Haarfollikelmorphogenese der Stadien 6 und 7
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Abbildung 4-3, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE
(rechts) der Haarfollikelmorphogenese der Stadien 6 und 7

a) Ki67+ der Bulbuskeratinozyten, TUNEL+ an der Spitze des epidermiswarts
strebenden Haarschaftes (Pfeil)

b) Weiterhin ICE IR in den distalen Follikelanteilen, zunehmend TUNEL+ an der
Spitze des Haarschaftes. Die TUNEL+ Zellen sind zumeist von langlicher Form
und liegen parallel zur Haaroberflache (Pfeil)

c) TUNEL+ Zelle Gberhalb des Haarkonus, ebenfalls in der typischen langlichen
Form (Pfeil)

d) Ki67+ Zellen entlang des Haarkanals, der von der Spitze des Haarschaftes nun
erreicht wird. Parallel dazu liegen die typischen lénglichen TUNEL+ Zellen
(Pfeile)

e) Verbleibende starke ICE IR in den distalen Keratinozyten um den Haarkanal.
Im proximalen Haarkanal rundliche TUNEL+ Zellen (oberster Pfeil), darunter
die gestreckten TUNEL+ Zellen (untere Pfeile)

f) gelegentlich finden Zich TUNEL+ Zellen in den Medullakeratinozyten (Pfeil)

g) TUNEL+ Zellen unterhalb des Haarkanals (groBer Pfeil); die randstandigen
Zellen der Talgdrise (TD) und der Musculus arrector pili (kleiner Pfeil) sind
ICE+

Unterhalb des Haarkeimes sind in diesem Stadium gelegentlich Ki67+
Fibroblasten zu sehen. Die Dynamik der proliferationstragen Fibroblasten wird
anhand der sensitiveren Ki67 ABC Farbung in Kapitel 4.5 eingehend erklart. Im
Stadium 2 der HF MG wélbt sich der Haarzapfen bereits uniibersehbar in die
Dermis vor. Beinahe alle epithelialen Zellen sind Ki67+, die IR ist im proximalen
Anteil héher als im epidermisnahen. Die DP hat sich unterhalb des Haarzapfens
deutlich aggregiert und an Zellen zugenommen, ist aber Ki67- (Abbildung 4-1 e).
Im Stadium 3 beginnen die proximalen Keratinozyten die DP zu umfassen
(Abbildung 4-2 a). Diese Keratinozyten, die den Bulbus formen, sind stark Ki67+,
die Intensitat der Ki67 IR nimmt in Richtung Epidermis leicht ab, doch nach wie
vor sind fast alle epithelialen Zellen des Haarfollikels Ki67+. In Stadium 4 der HF
MG lichtet die Ki67 IR leicht aus. Die Haarmatrix, die die DP nun beinahe um-
schlossen hat, ist weiter streng positiv, im mittleren HF sind einige Zellen ohne
Ki67 IR (Abbildung 4-2 c). Dieses Bild verstarkt sich mt zunehmender Diffe-
renzierung der Zellen im Stadium 5. Weiterhin stark Ki67+ sind die Matrix-
keratinozyten, die Zellen des HF sind nur in seiner mittleren AWS und in der
Ndhe der Epidermis Ki67+ (Abbildung 4-2 e). In Stadium 6 und 7 sind die
Matrixkeratinozyten Ki67+, ebenso wie einzelne Zellen der mittleren AWS, Zellen
des Haarkanals und der TD (Abbildung 4-3 a, d).
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Abbildung 4-4, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE
(rechts) der Haarfollikelmorphogenese des Stadiums 8, ganz rechts

transversale Schnitte in Hohe der Schnittebene



Abbildung 4-4, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (links) und TUNEL-ICE
(rechts) der Haarfollikelmorphogenese des Stadiums 8, ganz rechts
transversale Schnitte in Hohe der Schnittebene

a) rundliche TUNEL+ Zelle im proximalen Haarkanal (oberer Pfeil), gestreckte
TUNEL+ Zellen in der distalen AWS-IWS Grenze (unterer Pfeil). Ki67+ Zellen in
der distalen und der mittleren AWS

a’)Ki67+ in allen Bulbuskeratinozyten unterhalb der Auber “schen Linie

b) TUNEL+ Zellen im proximalen Haarkanal und in der distalen und mittleren
AWS-IWS-Grenze (Pfeile). TUNEL+ Zelle in der Epidermis. Die ICE IR ist in der
Epidermis und den distalen Follikelanteilen stark, im mittleren Follikelbereich
schwach und negativ im proximalen Anteil der Follikelkeratinozyten

c) Transversale Schnitte rechts von b: oberstes Bild:TUNEL+ Signal in der AWS
des Haarkanales, mittleres Bild: TUNEL+ Zellen im distalen Haarfollikel, unteres
Bild: TUNEL+ Zellen im mittleren Haarfollikel

Im Stadium 8 zeigen sich folgende Regionen mit hoher Dichte von Ki67+ Zellen:
Die Keratinozyten des Bulbus sind fast alle Ki67+ bis knapp lber die Auber sche
Linie (Abbildung 4-4 a ). AnschlieBend proximal sind kaum Zellen Ki67+, erst in
der mittleren AWS finden sich einzelne Zellen mit Ki67 IR (Abbildung 4-4 a).
Weiter proximal sind ebenfalls kaum Ki67+ Zellen, bis zur distalen AWS und dem
Haarkanals. In diesen Regionen befinden sich wieder einzelne Ki67+ Zellen.
Ki67+ Zellen finden sich Uber die gesamte HF MG in der basalen Schicht der
Epidermis, werden im Lauf der spateren Stadien jedoch seltener.

Die DP ist mit dieser Methode nicht Ki67+, mit sensitiveren Methoden liel3 sich
auch dort Ki67 IR nachweisen (Kapitel 4.5). Eine schematische
Zusammenfassung der Ki67 IR findet sich in Abbildung 4-16.
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4.3 Beobachtungen mit der hochauflosenden
Lichtmikroskopie in der

Haarfollikelmorphogenese

Wahrend mit der TUNEL Farbung die ersten apoptotischen Zellen im Stadium 5
der HF MG an der Spitze des Haarkonus entdeckt wurden, zeigten sich
Uberraschenderweise in der hochauflésenden Lichtmikroskopie (HRLM, high
resolution light microscopy) apoptotische Zellen schon in den friihesten Stadien.
Die Ursache dieser Diskrepanz konnte nicht aufgeklart werden.

Bereits in den Stadien 1-2 der HF MG finden sich eindeutig apoptotische Zellen in
der suprabasalen Zellschicht (Abbildung 4-5 a, b). Diese treten einzeln (a) oder
in Haufungen von 2-3 Zellen (b) auf. Sie weisen ein stark angefarbtes Zyto-
plasma, lichtdichte basophile, pyknotische Nuklei, Zellschrumpfung und Kontakt-
verlust auf, der einen Halo um die Zelle erzeugt. Apoptose und Proliferation
treten in diesen frihen Stadien gleichzeitig und in enger Nachbarschaft auf
Abbildung 4-5 c). Anhaufungen apoptotischer Zellen finden sich auch im Stadium
3-4. Direkt Gber der bald von Keratinozyten umschlossenen DP zeigen sich
meherere apoptotische Zellen (Abbildung 4-5 c). Bis zu diesem Stadium weichen
die Beobachtungen durch TUNEL Farbung und HRLM deutlich voneinander ab. Im
Stadium 5 zeigen sich an der Spitze des Haarkonus lichtdichte, pyknotische,
langliche Zellkerne in der IWS (Abbildung 4-5 e), die parallel zur entstehenden
IWS angeordnet sind. Apoptose zeigt sich in Stadium 6 HF, es zeigen sich
Zellschrumpfung, Zytoplasmaverdichtung und Chromatinkondensation als
typische Morphologika der Apoptose in einem Matrixkeratinozyten direkt
oberhalb der DP (Abbildung 4-5 d). Auch diese Lokalisation apoptotischer Zellen
entging dem Nachweis mit der TUNEL Farbung. An den mit der TUNEL Farbung in
den spateren Stadien der HF MG entdeckten Lokalisationen fanden sich in der
HRLM entsprechende Korrelate, die der besseren Beurteilbarkeit halber im

nachsten Kapitel TEM besprochen werden.
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Abbildung 4-5, hochauflosende Lichtmikroskopie an
Semidiinnschnitten, Apoptose in der Haarfollikelmorphogenese in
verschiedenen Stadien
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Abbildung 4-5, hochauflésende Lichtmikroskopie an

Semidiinnschnitten, Apoptose in der Haarfollikelmorphogenese in

verschiedenen Stadien

a) apoptotische Zelle (Pfeil) im Haarkeim des Stadium 1 zeigt typische Merkmale
der Apoptose: Kondensation des Chromatin, Schrumpfung und Rundung der
Zelle, Kondensation des Zytoplasmas.

b) 3 apoptotische Zellen im Stadium 1 der Haarfollikelmorphogenese (Pfeil)

c) drei apoptotische Zellen in der Haarmatrix (groBer Pfeil) in nachster Néhe einer
mitotischen Zelle (kleiner Pfeil). Stadium 3

d) Apoptose in der Haarmatrix (Pfeil) eines Haarfollikels (HF) im Stadium 6

e) Bildung der Inneren Wurzelscheide im Stadium 4. An der Spitze des Haarkonus
dunkle, langliche Zellen (Pfeil), die pyknotisch erscheinen
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Abbildung 4-6, HRLM, Stadium 2 der
Haarfollikelmorphogenese:

Proliferation in der BGS

Mitosefiguren fanden sich in der
Verteilung, die die Ki67 Immunreaktion
erwarten lieB. Vor allem in den spateren
Stadien sind in den Bulbi regelmaBig
mehrere Zellen in mitotischer Teilung
begriffen. Weiter finden sich Mitosefiguren
in der mittleren AWS, der TD Peripherie
und im Haarkanal. Die Auflésung der
anatomischen Details in der
Immunfloureszenz ist maBig, daher
Uberraschte bei Betrachtung mit HRLM das
Vorhandensein mitotischer Zellen in der
BGS der frihen Stadien der HF MG
(Abbildung 4-6). In Abbildung 4-9 ist die
Proliferation mesenchymaler Zellen
anhand von gegenilbergestellten
Aufnahmen mit HRLM und sensitiver Ki67
ABC Methode ausfiuhrlich dokumentiert.
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4.4 Beobachtungen mit der
Transmissionselektronenmikroskopie in der

Haarfollikelmorphogenese

Nach wie vor ist die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) der Goldstandard
zur Beurteilung apoptotischer Zellen. Sie erméglicht es, den Fortschritt des
apoptotischen Prozesses zu verfolgen und zwischen Zelldegeneration, Nekrose
und Apoptose zu unterscheiden. Dazu ist die Spezifitat der TUNEL Farbung zu
gering und die Auflésung der HRLM zu niedrig. Hingegen ist die TEM denkbar
ungeeignet, wenn es gilt, eine groBe Anzahl von Haarfollikeln nach solchen
Zellveranderungen zu scannen, gleichzeitig deren Lokalisation genau zu
bestimmen und das Haarfollikelstadium einzuschatzen. Jeder aufwendig
prozessierte Gewebeschnitt von etwa 1mm? enthéalt nur wenige Haarfollikel,
deren erwinschter longitudinaler Anschnitt nur bedingt beeinflussbar ist und
groBe Teile des Schnittes sind durch das Gitternetz des Tragergrids verdeckt. Mit
den vorliegenden Ergebnissen der TUNEL und der Ki67 Farbung und den
Auswertungen der HRLM konnte die Suche auf die interessanten Punkte
konzentriert werden.

Entsprechend den Ergebnissen der Ki67 Farbung sind mitotische Zellen haufig im
Follikelepithel der HF aller Stadien zu finden. In den friihen Stadien (1-3) findet
Proliferation in allen epithelialen Bereichen des Haarzapfens statt (Abbildung 4-7
a). In den Stadien 4-8 konzentriert sich die proliferative Aktivitat vor allem in der
Haarmatrix, geringer in der mittleren AWS (Abbildung 4-7 f) und dem Epithel des
Haarkanals.

Flr die in der TUNEL Farbung entdeckten positiven runden (Stadium 5-6) und
langlich-flachen (Stadium 6-8) Zellen Gber und im Haarkonus und der IWS
wurden die elektronenmikroskopischen Korrelate gefunden. In den Zellen Uber
der und um die vorwachsende IWS und den Haarkonus sind regelmaBig
apoptotische Zellen und internalisierte apoptotic bodies zu finden, die auch von
Robins (Robins und Breathnach, 1969; Robins, 1974) beobachtet wurden.
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Abbildung 4-7, Transmissionselektronenmikroskopie, Proliferation und
Apoptose in verschiedenen Stadien der Haarfollikelmorphogenese
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Abbildung 4-7, Transmissionselektronenmikroskopie, Proliferation und

Apoptose in verschiedenen Stadien der Haarfollikelmorphogenese

a)
b)

c)

d)
e)

f)
9)

h)

Mitosefigur im Stadium 2 (Pfeil)

Spitze des Haarschaftes (Haarkonus). Drei apoptotische Keratinozyten an der
Grenze zur AWS (Pfeilspitzen). Stadium 5 oder 6

Ausschnitt von b), drei apoptotische Zellen (Pfeilspitzen) mit klassischen
Merkmalen der Apoptose: Zellschrumpfung, Chromatinkondensation,
Vakuolisierung und Erhalt der Zellorganellen (rechts unten)

der Haarschaft passiert einen Sebozyten (rechts vom Haarkonus), dariber
(Pfeilspitze) apoptotische Zelle. Stadium 6

Ausschnitt von d), geschrumpfte apoptotische Zelle (Pfeilspitze) und Vakuolen
(Pfeile)

Mitosefigur in der AWS

Haarkonus mit apoptotischer Zelle (begrenzt durch Pfeilspitzen). Die Zelle ist
geschrumpft, es bilden sich cytoplasmatische Vakuolen (Pfeile), Margination
des Chromatins. Stadium 6

Degenerierende Zelle in der mittleren AWS eines Stadium 8 HF. Es fehlen die
typischen Merkmale der Apotose. Die Zelle ist kaum geschrumpft, nukleadres
Material ballt sich zusammen. Recht daneben die IWS, bestehend aus Henle-
und Huxleyschicht. Der groBe Pfeil weist in Richtung Epidermis

apoptotischer EinschluBkérper (Pfeilspitze) in einem Keratinozyten der distalen
AWS. Der apoptotic body besteht aus elektronendichtem Kernmaterial und
kondensiertem Zytoplasma. Reichlich Glykogen in den randstandigen
Keratinozyten. Kollagenfibrillen in der Dermis, links oben die Talgdriise. Der
groBe Pfeil weist in Richtung Epidermis.
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Sie sind nicht so zahlreich, als daB sie das Lumen fir den folgenden Haarschaft

allein freiraumen kénnten, doch scheint die dem Haarschaft vorangehende

Abbildung 4-8, TEM, entstehender
Haarkonus

An den Seiten des Haarkonus in der Henle
Schicht liegen langgestreckte,
elektronendichte Zellkerne (Pfeile). Links in
der AWS Mitosefigur.

Zellausléschung im Zentrum der
Langsachse des Follikels das
DurchstoBen des Schaftes auf dem
Weg zur Epidermis zu erleichtern
(Abbildung 4-7 b, ¢, d, e, g).

Die ab dem Stadium 6 haufig
beobachteten langlich-ovalen TUNEL+
Zellen an der Spitze des Haarkonus
und in der mittleren und distalen IWS
konnten mittels der TEM als die ebenso
geformten Kerne der differenzierenden
IWS Keratinozyten identifiziert werden
(Abbildung 4-7 h, Kern in der IWS (he)
und Abbildung 4-8). Die Ursache der in
den Stadien 7 und 8 beobachtete
Haufung von TUNEL+ Zellen in der
mittleren und der distalen IWS und die
beinahe fehlende TUNEL+ der

dazwischenliegenden Zellkerne der

Henleschicht konnte durch TEM nicht erklart werden.
Die TEM bestétigte die TUNEL+ Zellen der distalen AWS und der AWS im
Isthmusbereich der spaten Stadien 7 und 8 meist als Apoptose (Abbildung 4-7 i),

wenn auch gelegentlich degenerierende Zellen oder selten gar untergehende

Zellen mit nekrotischen Merkmalen entdeckt werden konnten (Abbildung 4-7 h).
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Abbildung 4-9, Dynamik der Fibroblasten in der Haarfollikelmorphogenese.
Toluidinblau (links) und Ki67 Antikorperreaktion
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Abbildung 4-9, Dynamik der Fibroblasten in der
Haarfollikelmorphogenese. Toluidinblau (links) und Ki67
Antikorperreaktion

a) Mitosefigur in der Dermis unterhalb des Stadium 1 Haarkeimes (Pfeilspitze)

b) starke Ki67 IR in den Keratinozyten des Haarkeimes im Stadium 1 (Pfeile),
darunter Ki67 IR in dermalen Fibroblasten (Pfeilspitzen)

c) Stadium 1-2, Mitosefigur in der Dermis unterhalb Haarkeimes (Pfeilspitze)

d) Ki67 IR in den Keratinozyten des Haarkeimes im Stadium 1-2, darunter Ki67 IR
in dermalen Fibroblasten (Pfeilspitzen)

e) mitotische Zelle in der Dermis unterhalb des Stadium 2 Haarzapfens
(Pfeilspitze)

f) Ki67 IR in den Keratinozyten des Haarzapfens Stadium 2-3, einzelner Ki67+
Fibroblast an der bereits kondensierten DP (Pfeilspitze)

g) Transversalschnitt durch HF Stadium 4, Mitosefiguren im Follikelepithel (Pfeile)
und im Mesenchym (Pfeilspitze)

h) Ki67+ aller Keratinozyten des HF, mesenchymale Zellen der BGS Ki67+
(Pfeilspitzen)

i) Stadium 4 HF, Mitose in der DP (Pfeilspitze)

j) Stadium 5 HF, Ki67 IR in Zellen der DP (Pfeilspitzen)

4.5 Proliferation und Migration tragen zur

Zellaggregation der dermalen Papille bei

Bei der Beobachtung der Haarfollikelmorphogenese mittels HRLM fielen in
Proliferation begriffene dermale Fibroblasten auf, die der Ki67 Immun-
floureszenzfarbung wegen der schlechten Auflésung anatomischer Details und
nicht ausreichender Sensitivitat entgangen waren. Daher wurde eine Ki67 ABC
Einfachfarbung angewandt, die diese Nachteile nicht aufweist. Die Bilder der Ki67
Farbung wurden den entsprechenden HRLM Bildern gegenlbergestellt (Abbildung
4-9). Zwar konnten in allen Stadien der HF MG Mitosen und Ki67+ dermale
Zellen nachgewiesen werden, sie sind jedoch viel seltener als proliferierende
epitheliale Zellen.

Im Stadium 1 der HF MG findet sich in der basalen Zellschicht der Epidermis eine
Verdichtung von vergrdBerten Keratinozyten, die eine ovale Form annehmen und
sich mit ihrer Langsachse quer zur Epidermis aufrichten (Abbildung 4-9 a, b).
Das Stadium 1-Kriterium der Fibroblastenaggregation unterhalb dieser
Haaranlage ist in der zellreichen Dermis schwer auszumachen, doch ist an diesen
Stellen die Zahl der Mitosen und die Zahl der Ki67+ Zellen im Vergleich zum
dermalen Umfeld deutlich erhéht (Abbildung 4-9 a, b). Im Stadium 1-2 sind die
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Mitosefiguren und die Ki67+ Zellen weiterhin unter dem Haarkeim zu finden
(Abbildung 4-9 ¢, d). So auch im Stadium 2-3, doch zusatzlich zeigen sich
Mitosefiguren und Ki67+ Zellen seitlich des Haarfollikelepithels in der BGS
(Abbildung 4-6 und Abbildung 4-9 e, f). Die im Stadium 3 spharisch aggregierte
DP weist selten Mitosen oder Ki67+ Zellen in ihren zentralen Zellen auf, meist
sind sie in der proximalen Peripherie der DP oder der direkt daran
anschlieBenden BGS. Im Stadium 3-4 erreicht die proliferative Aktivitat der BGS
ihren Héhepunkt. Es finden sich Mitosen und Ki67+ Zellen entlang des
proximalen und mittleren HF. In den transversalen Schnitten durch mittlere HF
im Stadium 4 (Abbildung 4-9, g, h) zeigen sich sowohl Mitosen und starke Ki67
IR im Follikelepithel als auch in der BGS. Die in Abbildung 4-9 i gezeigte
postmitotische Zelle inmitten der DP eines Stadium 4 HF und die Ki67+ Zelle in
der DP eines Stadium 5 HF (Abbildung 4-9 j) sind seltene Ereignisse, die
gelegentlich in Stadium 4-6 HF gesehen werden, in reifen HF des Stadium 8

wurden sie im Rahmen dieser Studie nicht beobachtet.

Die umseitige Abbildung 4-10, Schematische Zusammenfassung der TUNEL- und
ICE-positiven Zellen und Regionen in der Haarfollikelmorphogenese. Die

Ergebnisse dieser Farbungen sind im Kapitel 4.1 beschrieben.
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Abbildung 4-10, Schematische Zusammenfassung der TUNEL- und ICE-

positiven Zellen und Regionen in der Haarfollikelmorphogenese.

TUNEL: grun; ICE: rot.
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4.6 Apoptoseassoziierte Marker (TUNEL-
Positivitat und ICE Immunreaktion) in Telogen

und Anagen des Haarzyklus

Die einleitenden Bemerkungen lUber die TUNEL Farbung und den Caspase-1
Antikérper im Kapitel 4.1 "Apoptoseassoziierte Marker (TUNEL-Positivitat und ICE
Immunreaktion) in der Haarfollikelmorphogenese" sind in vollem Umfang auch
fur dieses Kapitel glltig.

Nachdem der HF im Katagen eine massive apoptosegesteuerte Regression
erfahren hat (Lindner et al, 1997), tritt der HF ins Telogen, das haufig als
Ruhestadium bezeichnet wird. Obwohl in diesem Stadium allgemein eine geringe
Aktivitat beobachtet wird, sind Telogenfollikel nicht véllig inert. ICE IR wird im
gesamten HF Epithel und der Epidermis beobachtet (Abbildung 4-11 a, b).
Einzelne TUNEL+ Zellen finden sich im epithelialen Strang (Abbildung 4-11 b), im
sekundaren Haarkeim (Abbildung 4-11 ¢) und um die Verankerung des
Kolbenhaares herum (Abbildung 4-11 d). Im Anagen I verliert der proximalste
Anteil des wachsenden epithelialen Strangs seine ICE IR, im Ubrigen HF bleibt sie
erhalten (Abbildung 4-11 e). TUNEL+ Zellen befinden sich in der Proliferations-
zone des epithelialen Stranges (Abbildung 4-11 g), im sekundaren Haarkeim
(Abbildung 4-11 e) und am verbliebenen Haarschaft des Kolbenhaars (Abbildung
4-11 f). Im Anagen II verliert der die DP umschlieBende Teil der Keratinozyten
weiter an ICE IR (Abbildung 4-11 h). TUNEL+ Zellen sind sowohl in ICE+
Keratinozyten (Abbildung 4-11 h) als auch in den proximal davon gelegenen ICE-
Keratinozyten zu finden (Abbildung 4-11 i). Im Anagen III und den folgenden
Stadien ahnelt das Bild der Verteilung der apoptoseassoziierten Marker TUNEL
und ICE der der Morphogenese Stadium 5 und deren folgenden Stadien. An der
Spitze des Haarkonus sind langliche, flache TUNEL+ Keratinozyten (Abbildung
4-11 k, 1). Einzelne TUNEL+ Zellen sind in der distalen AWS zu sehen (Abbildung
4-11 m). Stark ICE+ sind die TD, der MAP, die Keratinozyten des distalen
Follikels, schwacher die Keratinozyten des proximalen Follikels und negativ die
Zellen des Bulbus und der DP (Abbildung 4-11 k).
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Abbildung 4-11, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (rechts) und TUNEL-ICE (links)
des Telogens und der Anagenstadien I bis III
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Abbildung 4-11, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (rechts) und TUNEL-ICE
(links) des Telogens und der Anagenstadien I bis III

a) Telogenfollikel, starke ICE IR im epithelialen Anteil, keine IR der DP

b) Telogenfollikel, starke ICE IR im epithelialen Anteil, TUNEL+ Zelle im epithelial
strand (ES) (Pfeil)

c) Telogenfollikel, vereinzelte Ki67+ Zellen im distalen Follikel, TUNEL+ Zelle im
Keimepithel (Pfeil)

d) Telogenfollikel, Ki67+ Zellen im distalen Follikel, TUNEL+ Zelle im mittleren
Follikel (Pfeil)

e) Anagen I HF, keine ICE IR mehr im ES, TUNEL+ Zellen in der Epidermis und im
Follikelepithel (groBe Pfeile). ICE IR in der TD und im MAP (kleiner Pfeil)

f) Ki67 IR im ES als Zeichen flir beginnendes Anagen, TUNEL+ Zelle im mittleren
Follikel

g) Anagen I HF, Ki67+ in den Zellen des ES, TUNEL+ Zelle in unmittelbarer
Nachbarschaft

h) ICE IR zieht sich aus den bulbusformenden Keratinozyten zurlick, dartber
TUNEL+ Zelle (Pfeil), Anagen II

i) Anagen II, wie ein Negativ der ICE-IR sind die Keratinozyten lber der DP stark
Ki67+. Inmitten der proliferierenden Zellen eine TUNEL+ Zelle

j) die starke Ki67 IR beschrdnkt sich auf den veranderlichen Teil des HF, Anagen
I1

k) Anagen III, starke ICE IR im distalen HF, der TD und des MAP. TUNEL+ Zelle
an der Spitze des entstehenden Haarschaftes

I) Ki67 IR in den Keratinozyten des Bulbus und in der AWS. TUNEL+ Zelle an der
Spitze des entstehenden Haarschaftes (Pfeil), weitere TUNEL+ Zelle im distalen
HF. Anagen III

m) Anagen III HF, Ki67 IR im Bulbus und der AWS, TUNEL+ Zelle in der TD (Pfeil)

Wenn im Anagen IV der Haarschaft den Isthmus erreicht, bleibt der distale HF
samt Anhangsgebilden stark ICE+, der mittlere Anteil des HF ist schwacher ICE+
und keine ICE IR findet sich im Bulbus und der DP. Flache TUNEL+ Zellen fallen
auf in der mittleren IWS und in der diastalen IWS (Abbildung 4-12 a, b). Runde
TUNEL+ Zellen erscheinen im Epithel des Haarkanals (Abbildung 4-12 b). In
Anagen V finden sich die TUNEL+ Zellen an denselben Lokalisationen, ihre
Haufigkeit, vor allem im Epithel des Haarkanals, nimmt zu (Abbildung 4-12 ¢, d).
Die ICE IR der Epidermis, des distalen HF und der TD ist nach wie vor kraftig
ausgepragt, der mittlere und der proximale HF Abschnitt zeigen schwachere ICE
IR. Bulbuskeratinozyten und DP sind ICE- (Abbildung 4-12 ¢). Im Anagen VI
zeigt die ICE IR in den distalen Bereichen des HF die starkste Auspragung,
schwach ICE+ sind die distale AWS und schwécher noch die proximale AWS und
IWS (Abbildung 4-12 e). Die schwache ICE IR erreicht den Bulbus, reicht aber

nie proximal der Auber 'schen Linie (Abbildung 4-12 e").
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Abbildung 4-12, Doppelfdarbung TUNEL-Ki67 (rechts) und TUNEL-ICE (links)
der Anagenstadien IV bis VI und des Katagen I
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Abbildung 4-12, Doppelfarbung TUNEL-Ki67 (rechts) und TUNEL-ICE
(links) der Anagenstadien IV bis VI und des Katagen I

a) Anagen IV HF, starke ICE IR im distalen HF, ICE IR im mittleren HF. TUNEL+
Zellen in der IWS im mittleren und distalen HF (Pfeile)

b) Anagen IV HF, Ki67 IR im Bulbus und der mittleren AWS. TUNEL+ Zellen im
mittleren HF und im Haarkanal (Pfeile)

c¢) Anagen V HF, starke ICE IR in der Epidermis, dem Haarkanal und der TD.
Zahlreiche TUNEL+ Zellen im Haarkanal und Isthmus (Pfeile)

d) vereinzelte Ki67+ Zellen im Haarkanal, dem distalen Follikel und der TD.
TUNEL+ Zellen im distalen HF und Haarkanal (Pfeile)

e) ICE IR im mittleren Anagen VI HF in der AWS und schwécher in der IWS.
TUNEL+ Zellen in der IWS, AWS und der Medulla des Haarschaftes (Pfeile)

e’) keine ICE IR im Bulbus und der DP, schwache ICE IR in der proximalen
AWS und IWS

f) starke Ki67 IR in den Bulbuskeratinozyten und der mittleren AWS, TUNEL+
Zelle in der mittleren IWS (Pfeil)

g) Katagen I HF, als eines der ersten Zeichen des Uberganges vom Anagen VI
zum Katagen finden sich TUNEL+ Zellen in den Matrixkeratinozyten ohne daf3
die Ki67 IR schwacher wird (Pfeil)

Die Verteilung der TUNEL+ Zellen im distalen HF entspricht der der im Anagen V
beobachteten. Im mittleren HF finden sich die TUNEL+ Zellen in der IWS und
gelegentlich in der Medulla (Abbildung 4-12 e). Als erstes Zeichen des
beginnenden Katagens erscheinen TUNEL+ Zellen im Bulbus des HF (Abbildung
4-12 g) (Lindner et al, 1997). Eine schematische Zusammenfassung der TUNEL
Reaktion und der ICE IR findet sich in Abbildung 4-15.
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4.7 Proliferationsassoziierter Marker Ki67

wahrend des Anagens

Die einleitenden Bemerkungen des Kapitels 4.2 "Proliferationsassoziierter Marker
Ki67 wahrend der Haarfollikelmorphogenese" gelten auch fir dieses Kapitel.
Die Ki67 IR im Telogenfollikel beschrankt sich auf die distal des sekundaren
Haarkeims gelegenen Anteile des HF. Die proliferative Aktivitat entspricht in etwa
der der Epidermis, gelegentlich lassen sich etwas hohrere Aktivitaten feststellen.
Der sekunddre Haarkeim, der epitheliale Strang und die DP sind Ki67- (Abbildung
4-11 ¢, d). Mit dem Beginn des Anagen sind zahlreiche Zellen des epithelialen
Stranges Ki67+, ohne daB sich die proliferative Aktivitat im restlichen Follikel
erhohte. Die starkste Ki67 IR findet sich in den Zellen Uber der DP, zwischen
diesen erscheinen auch TUNEL+ Zellen (Abbildung 4-11 f, g). Als Folge der
starken Proliferation beginnen die Zellen des epithelialen Stranges im Anagen II
die DP zu umschlieBen. Weiterhin sind alle Keratinozyten in der Nahe der DP
stark Ki67+, wahrend der restliche HF nur maBige Ki67 IR aufweist. Auch in
diesem Stadium sind proliferierende und apoptotische Zellen in direkter
Nachbarschaft zu finden, selbstredend mit Gberstarkem Gewicht der Proliferation
(Abbildung 4-111i, j). Ki67 IR und ICE IR weisen in diesem Stadium eine
deutliche negative Korrelation auf (Abbildung 4-11 h, i, j), die in allen spateren
Stadien in der Bulbusredion gut beobachtet werden kann. Im Anagen III
beschrankt sich die starke Ki67 IR auf die Matrixkeratinozyten, in der mittleren
IWS sind einige Ki67+ Zellen zu finden. Gelegentlich findet sich im Haarwulst
eine Ansammlung Ki67+ Zellen, diese Beobachtung ist jedoch nicht die Regel
(Abbildung 4-11 I, m). Ahnlich der ICE IR sind die Ergebnisse der Ki67 IR im
Anagen III bis VI mit den Ergebnissen aus der Morphogenese Stadium 5 bis 8 in
etwa vergleichbar. Im Anagen 1V ist die starkste Ki67 IR in den
Bulbuskeratinozyten zu finden, alle Schichten des proximalen HF sind negativ, in
der mittleren AWS sind einige Keratinozyten positiv, und seltene KI67 IR findet
sich in den distalen Follikelanteilen (Abbildung 4-11 b). Anagen V HF zeigen im
distalen HF, dem Isthmus und dem Infundibulum proliferative Aktivitat. Der
Anteil der Ki67+ Zellen in diesen Regionen ist etwas groBer als in der Epidermis.
Eine héhere Dichte an Ki67+ Zellen weist die mittlere AWS auf und in der
Haarmatrix sind alle Keratinozyten bis knapp Uber die Auber “sche Linie positiv
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(Abbildung 4-11 d). Diese Verteilung andert sich im Anagen VI kaum, die
hochste Dichte an Ki67+ Zellen ist in der Haarmatrix, proximal davon ist
zunéchst keine Ki67 IR zu finden. In der mittleren AWS liegen einige Ki67+
Zellen, distal davon erst wieder in der distalen AWS und dem Infundibulum
(Abbildung 4-11 f). Mit dieser Methode war die DP und die BGS durchgangig
Ki67-. Mit dem Einsetzen des Katagens und dem Erscheinen der ersten TUNEL+
Zellen in der Haarmatrix ist zunachst kein Rickgang der Ki67 IR zu beobachten.
Erst in spateren Katagenstadien, wenn TUNEL+ Zellen reichlich vohanden sind
und die morphologischen Anderungen deutlicher zu Tage treten, nimmt auch die
Ki67 IR ab.

Mit dieser Methode wurden in der DP und der BGS keine Ki67+ Zellen im Anagen
gefunden. Eine schematische Zusammenfassung der Ki67 IR findet sich in
Abbildung 4-16.

4.8 Beobachtungen mit der
Transmissionselektronenmikroskopie im

Anagen

Die Beobachtungen der TEM bestatigten im Anagen des Haarzyklus die
Ergebnisse der TUNEL Methode weitgehend. Apototische Zellen fanden sich in
allen Phasen des Anagens in den Regionen, in denen auch TUNEL+ Zellen
erschienen.

Im Telogen-Anageniibergang sind apoptotische Zellen im epithelialen Strang und
im sekundaren Haarkeim in der Nahe der Verankerung des Kolbenhaares zu
sehen. Abbildung 4-13 a und b zeigt internalisierte Zellreste einer apoptotischen
Zelle im sekunddren Haarkeim. Die starke Auspragung der Desmosomen ist im
frihen Anagen in den Zellen um das Kolbenhaar oft zu sehen. In spateren
Anagenphasen ist Apoptose im mittleren HF nicht hdaufig, gelegentlich finden sich
jedoch apoptotische Zellen oder deren internalisierte Reste in der AWS
(Abbildung 4-13 c).
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Abbildung 4-13, Transmissionselektronenmikroskopie, Proliferation und
Apoptose in verschiedenen Stadien des Anagens
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Abbildung 4-13, Transmissionselektronenmikroskopie, Proliferation
und Apoptose in verschiedenen Stadien des Anagens

a) frihes Anagen, internalisierte apoptotische Zellreste (Pfeile) im hair germ (HG),
direkt Uber der Zelle ein apoptotic body

b) Ausschnitt aus a), apoptotic body, bestehend aus elektronendichtem nukledrem
Material. Die Pfeilspitzen verweisen auf die nach dem Telogen noch
vorhandenen stark ausgepragten und zahlreichen Desmosomen hin

c) apoptotic body in einem randstandigen Keratinozyten der AWS (Pfeil). In der
Dermis sind zahlreiche Kollagenfasern zu erkennen

d) zwei apoptotische Zellen, die obere befindet sich in der Dermis, die untere in
der AWS (Pfeile). Beide Zellen befinden sich in einer dhnlichen Phase der
Apoptose. Die Zellschrumpfung ist fortgeschritten, die Margination des
Chromatins deutlich sichtbar

e) fortgeschrittene Apoptose in der AWS des distalen Follikel, erkennbar die
fortgeschrittene Chromatinkondensation, die Vakuolisierung und die Bildung
von apoptotischen Kérperchen

f) degenerierende Zelle am distalen Ende der IWS. Vor dem Haarkanal endet die
IWS und schiebt sich faltig zusammen. An dieser Stelle findet sich eine
degenerierende Zelle am AWS-IWS-Ubergang

g) Apoptotischer Keratinozyt im Bulbus eines frithen Katagenfollikels

h) Ausschnitt von g), die Zellschrumpfung ist fortgeschritten, die Margination des
Chromatins deutlich sichtbar

i) Mitosefiguren im Anagen 5-6 in der Haarmatrix (Pfeile)

j) Mitosefiguren im Anagen 5-6 in der Haarmatrix nahe der DP, die nach oben
migrierenden Keratinozyten der AWS enthalten reichlich Glykogen

Ebenfalls selten und ohne regionale Haufung sind apoptotische Zellen in der
Dermis. Abbildung 4-13 d zeigt je eine extra- und eine intrafollikular liegende
Zelle in der Hohe des distalen HF. Die in der mittleren und in der distalen IWS
beobachteten langlichen TUNEL+ Zellen haben, wie schon in der HF MG
beschrieben, ihr TEM Pendant in den langgestreckten Zellen der Henle Schicht.
Abbildung 4-13 e zeigt eine apoptotische Zelle in der AWS. Im schrdgen Schnitt
durch die IWS zeigt sich der dunkle Kernschatten der differenzierten IWS Zelle
direkt Gber der Beschriftung (Vgl. auch Abbildung 4-7 h und Abbildung 4-8). Die
IWS endet vor dem Infundibulum, sie schiebt sich faltig auf und schilfert in den
Haarkanal ab. Am Ubergang AWS-IWS lassen sich in der AWS apoptotische
Zellen ausmachen. Manche von ihnen zeigen jedoch nicht die klassische
Morphologie apoptotischer Zellen, sondern eher degenerative Merkmale
(Abbildung 4-13 f).

Zu Beginn des Katagens erscheinen erste Matrixkeratinozyten TUNEL+, oft noch
bevor morphologische Veranderungen auftreten (Abbildung 4-13 g und h),
vergleiche auch Abbildung 4-12 g. Mitotische Zellen sind in den spaten

Anagenphasen verteilt wie in den spaten Stadien der HF MG. Vor allem finden sie
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sich in der Haarmatrix lateral der DP. In fast jedem Schnitt sind eine oder
mehrere mitotische Zellen zu finden (Abbildung 4-13 i, j). Mitotische Zellen in
der AWS kommen gelegentlich vor. In der DP und der BGS wurden im Zuge
dieser Studie keine mitotischen und keine apoptotischen Zellen mit der TEM
entdeckt.
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Abbildung 4-14, Ki-67 Antigenfdarbung ausgewdhlter Anagenstadien
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Abbildung 4-14, Ki-67 Antigenfarbung ausgewadhlter Anagenstadien

a) Anagen I, kurz nach dem Austritt aus dem Telogen. Ein, zwei Zellen des ES
sind Ki67+ (unterer Pfeil) und sind der erste Hinweis auf das Ende des
Telogens. Der distale Follikel enthélt weiterhin einige Ki67+ Zellen, ebenso die
TD (oberer Pfeil) und die Epidermis. Die DP weist keine IR auf (Pfeilspitze)

b) massive Zunahme der Ki67+ Zellen (Pfeil) im Lauf des Anagen I im ES,
Zunahme der Ki67+ Zellen in der Epidermis und leichte Zunahme der Ki67+
Zellen im distalen HF. Die DP weist keine IR auf (Pfeilspitze)

c) Zunahme der Ki67+ Zellen Uber der DP (Pfeilspitze) im Anagen II

d) Anagen II, Zunahme der Ki67+ Keratinozytentber der DP (Pfeilspitze), einzelne
Ki67+ dermalen Fibroblasten (Pfeile) an der DP

e) Ki67 IR aller Matrixkeratinozyten im Anagen III HF. Ki67+ Fibroblasten in der
CTS und der DP (Pfeile)

f) Anagen IV-V HF, einzelne Ki67+ Zelle der DP

4.9 Proliferationsassoziierter Marker Ki67 in

Gewebe mesenchymaler Herkunft

Auch in der Anagenphase wurden die Ergebnisse der Ki67 Fluoreszenzfarbung
mit der sensitiveren ABC Methode Uberprift. Dies und die dadurch
bewerkstelligte bessere Darstellung anatomischer Details flihrte zu weiteren
Ergebnissen, die mit der Fluoreszenzfarbung nicht zu erhalten waren. Die ABC
Methode zeigte den proliferationsassoziierten Marker Ki67 auch im
niedrigproliferativen dermalen Gewebe, das zuvor als Ki67- bewertet worden
war.
Im frihen Anagen I zeigt die Ki67 Farbung als erstes Zeichen des Telogen-
Anagenilbergangs Ki67+ Zellen im epithelialen Strang. Die proliferative Aktivitat
im restlichen HF ist niedrig und entspricht proximal des Isthmus in etwa der der
Epidermis. Ki67+ Zellen finden sich auch in der TD. Vereinzelte Ki67+ Zellen in
der Dermis stehen nicht direkt im Zusammenhang mit dem Haarfollikel
(Abbildung 4-14 a). Kurz danach nimmt die Zahl der Ki67+ Zellen im epithelialen
Strang zu, auch die Aktivitat in der Epidermis erhdht sich leicht. Der restliche HF
scheint von der Entwicklung nicht betroffen (Abbildung 4-14). Im Anagen II
beginnen die Zellen des epithelialen Stranges mit der Bildung des spateren
Bulbus und umwachsen die DP (Abbildung 4-14 c). Bis dahin entsprechen die
Beobachtungen den Ergebnissen der Ki67 Fluoreszenzfarbung. In Abbildung 4-14
d erkennt man deutlich die im Vergleich zum Anagen I gerundete und bereits
vergroBerte DP des Anagen II HF. Zwei Ki67+ Fibroblasten befinden sich in
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direkter Nahe zur DP. Die der DP nahere ist Teil der BGS, die den HF umschlieBt
und nur zur DP direkt Kontakt hat. In den spateren Stadien sind Ki67+ dermale
Zellen in der BGS und in der DP anzutreffen, wie Abbildung 4-14 e (Anagen III)
und Abbildung 4-14 f (Anagen V) beweisen. Beide Bilder zeigen die hohe
Sensitivitat der Farbung, der Bereich der positiven IR reicht in dieser Farbung
distal weit Gber die Auber’sche Linie hinaus, noch in der proximalen AWS sind
viele Zellen Ki67+, wenn auch nicht mehr von der hohen Intensitat der proximal
der Auber “schen Linie gelegenen Matrixkeratinozyten. Auch zeigt diese Farbung
eine hdhere proliferative Aktivitat in der Dermis als die Fluoreszenzfarbung.
Diese positiven Signale kédnnen nicht ausschlieBlich Fibroblasten zugeordnet
werden, sicherlich sind viele Ki67+ Zellen in der Dermis nicht nur Fibroblasten
sondern auch GefaBendothelzellen. Da der murine HF keine Blutversogung in der
DP aufweist, hat diese Unsicherheit in der Bestimmung des Zelltypus bei den

oben beschriebenen Ergebnissen keine Bedeutung.
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Abbildung 4-

Zellen und Regionen in Telogen und Anagenphase
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Abbildung 4-16, Schematische Zusammenfassung der fluoreszierenden Ki67-

Antikorperreaktion in Morphogenese, Telogen und Anagen
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4.10 Der Zelluntergang durch terminale

Differenzierung

Ahnlich der Apoptose gehen die terminal differenzierenden Zellen des
Haarschaftes, der IWS oder der Talgdriise zum Nutzen des Gesamtorganismus
unter. Allerdings schafft ihr Tod keine Liicke, sondern ein Endprodukt. Anhand
des Schicksals der Sebozyten ist im folgenden der Weg von der Entstehung der
Zellen bis zu ihrem Untergang nachgezeichnet.

Die TD ist eine holokrine, multiazinare Drlise, deren Entwicklung bei der Maus
eng an die Entwicklung der Haare gekoppelt ist. Im Stadium 5 der HF MG
differenzieren sich aus HF Keratinozyten die ersten Sebozyten, die erst im
Stadium 7 bis 8 deutlich sichtbar die gerade Form des HF durchbrechen und in
der Dermis zu liegen kommen. Der gemeinsame Ausfihrungsgang endet im
Haarkanal, die randsténdigen Zellen des Ausfilhrungsganges gehen in die AWS
Uber. Die peripheren Zellen der TD sind der proliferative Pool der TD, aus dem
sich standig Tochterzellen in das Zentrum l6sen (Abbildung 4-17 b, c). Die Zellen
der peripheren Schicht sind nicht an der Produktion von Lipidtropfchen beteiligt.
Die Tochterzellen beginnen sofort nach der Ablésung von der Mutterzelle mit der
Lipidproduktion und werden von den nachriickenden jingeren Zellen Richtung
Ausfiihrungsgang gedrangt. Im Lauf dieser Wanderung nimmt der Umfang der
Zellen durch die Lipidproduktion gewaltig zu (Abbildung 4-17 a, d), das Zyto-
plasma flllt sich mehr und mehr mit den Lipidtrépfchen, dabei bleibt die Kern-
und Zellstruktur vorerst noch erhalten (Abbildung 4-17 e). Mit der weiteren
Fettproduktion flllt sich der Raum, den vorher das Zytoplasma eingenommen
hat, zusehends fast vollstandig mit runden Lipidtrépfchen, die ihrer schieren
Anzahl wegen beginnen, den Zellkern einzudricken. Dabei verliert der Zellkern
seine normale Struktur, er entrundet sich und das Chromatin erscheint gleich-
maBig verdunkelt (Abbildung 4-17 f). Spater kondensiert das Chromatin am
Rand des Zellkerns, wobei die Produktion von Lipidtrépfchen nicht zu stocken
scheint (Abbildung 4-17 g). SchlieBlich bleibt vom weiter zusammengedrangten
Zellkern nur mehr ein elektronendichter Schatten Ulber, dessen Form von den ihn
umgebenden Fetttropfchen bestimmt wird (Abbildung 4-17 h). Die wenigen
Licken, die zwischen den Tropfchen verbleiben, sind ebenfalls elekronendicht
und stellen die im Rest des verbliebenen Zytoplasmas liegenden Zellorganellen

dar. Kurz vor dem Erreichen des Ausflihrungsganges erscheint der bedréngte
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Kern im Gegensatz zur massigen Zelle duBerst klein (Abbildung 4-17 i). Er
kollabiert unter den andrangenden Fettropfchen und ergieBt seinen Inhalt in das
frihere Zytoplasma. Zugleich beginnen die Fetttropfchen zu konfluieren
(Abbildung 4-17 j). Kurz darauf geht auch die Zellmembran unter und Fett und
Zellschutt vermischen sich zum Sebum.

Einige Beobachtungen im Sterben der Sebozyten erinnert an Apoptose, zum
Beispiel die Chromatinmargination, die Zellkernkondensation oder die
Funktionsfahigkeit der Zelle bis kurz vor ihr Ende. Andere morphologische
Erscheinungen, wie die standige VergroBerung der Zelle oder der Integritats-
verlust von Zellkern und Zellmembran, sind so eher bei nekrotischen Zellen zu
beobachten. Gleichwohl handelt es sich hier sicher um einen programmierten
Zelltod, dem nichts akzidentelles anhaftet und der zur Aufrechterhaltung der
Funktion der TD unabdingbar ist.

Apoptose mit allen klassischen Anzeichen wurde selten auch in der Talgdrise
gefunden. Sie betraf Zellen des Proliferationpools und war im Katagen zu
beobachten. Abbildung 4-17 k zeigt einen apoptotischen peripheren Sebozyten
mit der apoptosetypischen Morphologie Margination und Kondensierung des

Chromatins, Schrumpfung und Vakuolenbildung und Verlust des Zellkontakts.
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Abbildung 4-17, licht- und elektronenmikroskopische Betrachtung von

Proliferation, terminaler Differenzierung und Apoptose in der Talgdriise
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Abbildung 4-17, licht- und elektronenmikroskopische Betrachtung von

Proliferation, terminaler Differenzierung und Apoptose in der Talgdriise

a)

b)

c)
d)

e)

f)

i)
k)

Toluidinblaufarbung, Azinus einer TD. Mit Fetttrépfchen gefillte Zellen, die
sich zum Drlisenausgang hin verdichten
transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme (TEM), links der HF,
recht die TD. Mitose einer randstandigen TD-Zelle aus dem
Proliferationspool

TEM, postmitotische Zellen aus dem TD-Proliferationspool

TEM, ahnliche Ansicht wie Abb. a), erkennbar die Verdichtung der
Fetttrépfchen nach dem Ausfiihrungsgang hin, zuletzt Eischmelzung der
Fetttropfchen und der gesamten Zelle in das Sebum

Zelle in der frihen Phase der terminalen Differenzierung. Der Zellkern ist
intakt, das Zytoplasma weitgehend mit Fettrépfchen ausgefillt
beginnende Degeneration der Zelle, Verdichtung des Nukleus und
Eindricken des Nukleus durch die Fettréopfchen

durch Fetttropfchen deformierter Zellkern, Margination des Chromatins
kondensierter und deformierter Nukleus, kurz vor der Zerstérung der
Zellkernmembran

die Zellkernmembran ist zerstdrt, der Inhalt des Zellkerns ergieft sich in
die einschmelzenden Fettropfchen. Kurz danach zerfallt auch die
Zellmembran und schmilzt ebenfalls mit ins Sebum ein

Ausschnitt aus i)

apoptotische Zelle des TD-Randes, Margination und Kondensierung des
Chromatins, Schrumpfung und Vakuolenbildung
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit bestatigt und erweitert die Nachweise friherer Autoren
Uber das Vorhandensein von Apoptose und terminaler Differenzierung in der HF
MG und der Anagenphase. Insbesondere werden bisher unerkannt gebliebene
Regionen intrafollikularer Proliferation und Apoptose aufgezeigt und apoptose-
und proliferationsassoziierte Parameter im Detail charakterisiert. Erstmals
werden diese Parameter stadienbezogen lUber die gesamte HF MG und die
gesamte Anagenphase untersucht und in schematischen Ubersichten zusammen-
gefaBBt. Die Aussagekraft der mittlerweile zum Standard fiir Apoptosenachweis
gewordenen TUNEL Farbung wird kritisch Uberprift. Neben dem Follikelepithel
werden auch die Zellpopulationen mesenchymaler Herkunft, die die BGS und die
DP bilden, auf Apoptose und Proliferation untersucht und ihre Wachstumskinetik
dargestellt.

Der Nachweis von Apoptose ist in allen untersuchten Stadien der HF MG
gelungen. Dunkle und degenerierende Zellen, in der HF MG, teilweise
phagozytiert, wurden erstmals von Robins (Robins und Breathnach, 1969, TEM)
beschrieben, die spaterhin als apoptotische Zellen gedeutet wurden (Hashimoto,
1970; Polakowska et al, 1994). Alle diese Autoren beschrieben die apoptoti-
schen, bzw. die TUNEL+ Zellen an der Spitze des Haarkonus und im spateren
Haarkanal in den Stadien 5-6. In dieser Arbeit zeigte sich, daBB dabei unter-
schieden werden muB zwischen den langlichen TUNEL+ Zellen, die in der IWS
des Haarkonus liegen und den rundlichen TUNEL+ Zellen, die lateral oder distal
davon liegen. Erstere (Abbildung 4-3 b, ¢; Abbildung 4-5 e) sind sicher keine
Zellen die in klassischer Apoptose untergehen. Vielmehr sind es die Kerne der
ausdifferenzierenden Keratinozyten der Henle “schen Schicht (vgl. Abbildung
4-8). Hingegen sind die rundlichen, lateral oder distal vom Haarkonus gelegenen
apoptotischen Zellen (Abbildung 4-2 f; Abbildung 4-7 b, d, g) jene Zellen, die vor
dem herandrangenden Haarschaft durch Apoptose (oder auch durch Degene-
ration und anschlieBender Phagozytose) untergehen und den Weg des Haar-
schaftes durch das Follikelepithel erleichtern. Die eben beschriebenen apoptoti-
schen Zellen an der und um die Spitze des Haarkonus sind in den Stadien 5 und

6 haufig und lassen sich mit den verschiedenen Methoden leicht Uberprifen.
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In den frihen Stadien der Morphogenese allerdings wichen die Beobachtungen
abhangig von der Methode (TUNEL, HRLM oder TEM) voneinander ab. Warum in
den frihen Stadien der HF MG keine TUNEL+ Zellen gefunden wurden, muf3
dahingestellt bleiben. Die Beobachtungen durch die HRLM jedoch lassen das
Vorkommen von Apoptose auch in den frihen Stadien unzweifelhaft erscheinen.
In den spateren Stadien der HF MG und im Telogen/Anagen divergierten die
Ergebnisse der verschiedenen Methoden nicht und bestatigten einander.

Die Abbildung 4-5 a, b, c zeigen die Anzeichen klassischer Apoptose in den
Stadien 1 und 3 der HF MG: Kondensation des Chromatin, Schrumpfung und
Rundung der Zelle, Kondensation des Zytoplasmas. Erstaunlicherweise liegen
manchmal sogar mehrere apoptotische Zellen in enger Nachbarschaft, oft in
Regionen, in denen die Proliferationsrate besonders hoch ist. Ahnliche Beobach-
tungen wurden auch im frihen Anagen gemacht (Abbildung 4-11 g, i), was
schlieBen 1aBt, daB Apoptose ein Werkzeug der strikten Proliferationskontrolle in
sich entwickelnden und in wachsenden Systemen wie der HF MG und des
Anagens darstellt.

In den spateren Stadien der HF MG konnten einige Punkte aufgezeigt werden, die
regelm&Big TUNEL+ waren: Die mittlere IWS, die distale IWS, die distale AWS
und das Infundibulum. Die TUNEL+ Zellen der IWS sind ausnahmslos vom
langlichen, parallel zum Haarschaft liegenden Typ, die den Kernen der Keratino-
zyten der Henle Schicht entprechen. Interessant ist die zweifache Lokalisation
der TUNEL Positivitat der Henle Keratinozyten: Die erste in der mittleren IWS,
was die Differenzierung der Zelle anzeigt. Auf der weiteren Migration distalwarts
sind die Henle Keratinozyten wieder TUNEL negativ. Erst kurz vor der Abschilf-
erung in den Haarkanal zeigen diese Zellen erneut TUNEL Reaktivitat, die
terminale Differenzierung verlauft also in zwei Schritten. Weitere Lokalisationen
TUNEL+ Zellen sind die distale AWS und das Infundibulum. Dabei befinden sich
die TUNEL+ Zellen der distalen AWS auf der Héhe der abschilfernden IWS.
Abbildung 4-13 f (TEM) zeigt eine degenerierende Zelle am AWS-IWS-Ubergang
am Beispiel eines Anagen HF, einer Lokalisation, die auch gelegentlich TUNEL+
Zellen aufwies. Haufiger jedoch fanden sich TUNEL+ Zellen im Isthmus- und
Infundibulumbereich. Einige der Fluoreszenzsignale liegen an der Epithel-
Haarkanalgrenze, so daBB schwer zu entscheiden ist, ob sie hoch dem Epithel
zugerechnet werden kénnen, oder ob es sich dabei um Signale handelt, die von

abgeschilferten Henle Keratinozyten stammen oder von Kernmaterial, das mit
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dem Sebum den Haarkanal erreicht hat. Andere TUNEL+ Zellen sind klar im
Epithel des Isthmus-Infundibulumbereiches auszumachen, was durch die TEM
bestatigt wurde. Angesichts der Ergebnisse der Ki67 Farbung, daB Teile der AWS
Ki67+ sind und dem TEM Nachweis mitotischer Zellen in der AWS, ist anzu-
nehmen, daB die Apoptose im Bereich der distalen AWS eine wichtige Rolle in der
Gewebshomdostase des HF spielt, die den ausgewachsenen Follikel trotz nach-
wachsender AWS-Keratinozyten auf konstanter Ldnge hélt.

In keinem Stadium der HF MG wurden TUNEL+ Zellen oder Apoptose durch
HRLM/TEM in Zellen der DP oder der BGS entdeckt. Dies verwundert nicht weiter,
wurden sogar bei der HF Regression, in der in fast allen Bereichen des HF
Epithels eine hohe Dichte an TUNEL+ Zellen gefunden wurde, keine in der DP
und der BGS detektiert (Lindner et al, 1997). Die BGS verliert nach einer
Verkleinerung des gesamten HF um 2/3 seiner Lange nicht an Masse, vielmehr
wirft sie sich faltig auf und nimmt an Dicke zu. Es ist zu vermuten, daB sich BGS
und DP ihrer Uberfllissigen Zellen in der Regressions- und der anschlieBenden
Ruhephase durch Migration derselben in die Dermis entledigen.

Nach der Bereinigung der miBverstandlichen Begiffsvielfalt, die in der Stadienein-
teilung Verwirrung schafft, zeigt die Tabelle 5-1, daB die Lokalisationen der
TUNEL+ Zellen in der humanen HF MG (soweit sie untersucht wurden) und der
murinen HF MG durchaus vergleichbar sind. Nur im Stratum basale weichen die
Beobachtungen voneinander ab; die Abweichung in den Stadien 1-3 beruht auf
der Verwendung unterschiedlicher Methoden. Diese weitgehende Vergleichbarkeit
bestatigt das Standardmodell der Haarforschung, die C57BL/6-Maus in der Haar-
follikelmorphogenese in Bezug auf das Vorkommen und die Lokalisation der

Apoptose.
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Humane Murine
Haarfollikelmorphogenese Haarfollikelmorphogenese
(Polakowska et al, 1994) (vorliegende Arbeit)
Stadium | Lokalisat. | Haufigkeit Stadium Lokalisat. | Haufigkeit
Epidermis alle Stratum - Stratum +
basale basale (einzeln)
alle héhere + hohere +
Schichten Schichten
Haarfollikel Keim - 1-3 Keratino- | (nur HRLM
zyten +)
Zapfen Haar- + 4-5 Haar- +
konus konus
Follikel Haar- + 6-7 Haar- +
konus / konus /
Haarkanal mittlere
IWS
Bulbus Nicht 8, Ubergang Bulbus +
getestet | zum Katagen

Tabelle 5-1, Vergleich der TUNEL+ in der humanen und der murinen

Haarfollikelgenese

Die frihen Stadien des Anagens sind nur sehr eingeschrankt mit denen der HF
MG vergleichbar, wohingegen zwischen den Anagenphasen IV-VI und den
Stadien 6-8 sehr wohl Parallelen gezogen werden kénne. Dabei wurde dem
Telogen bisher wenig Aufmerksamkeit gewidmet. In dieser Arbeit wurden
vereinzelte TUNEL+ Markierungen im Telogen HF beobachtet, an den unter-
schiedlichsten Lokalisationen, wie dem epithelialen Strang, dem sekundaren
Haarkeim und in Zellen um das Kolbenhaar. Da der Telogenfollikel flur einen
Ersatz apoptotisch abgebauter Zellen keine gentigende proliferative Aktivitat
aufweist, dartberhinaus die fluoreszierenden Signale besonders klein sind und
die Lokalisation der TUNEL+ Zellen sehr streut, handelt es sich hier vermutlich
um die Reste apoptotischer Kérperchen aus dem vergangenen Katagen, die im
stoffwechselreduzierten Telogenfollikel noch nicht restlos abgebaut sind.

Die typische Lokalisation apoptotischer Zellen im Anagen I ist der epitheliale
Strang, im Anagen II der um die DP wachsende Bulbus, in oder knapp distal der
Zellen mit der hdchsten proliferativen Aktivitat. Dieses enge Zusammentreffen
von Proliferation und Zelltod wurde auch in den Stadien 1-3 der HF MG gefunden.
Apotose wurde auch im sekundaren Haarkeim beobachtet (Abbildung 4-13 a).
Ahnlich der im Stadium 5-6 der HF MG gefundenen ldnglichen TUNEL+ Zellen an
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der Spitze des Haarkonus, finden sich im Anagen III und IV TUNEL+ Zellen
gleicher Form an der selben Stelle. Bei Anagen VI HF TUNEL+ waren: Die
mittlere IWS, die distale IWS, die distale AWS und das Infundibulum. Damit
entspricht die Verteilung der TUNEL+ Zellen der der HF MG im Stadium 8, und
die an der Stelle gezogenen Schlisse gelten auch fir den reifen Anagen VI HF.
Auch die Beobachtungen der TEM im Anagen weichen nicht von denen der HF MG
ab. Die hier gemachten Beobachtungen widersprechen in Teilen den Ergebnissen
von Tamada und Soma (Tamada et al, 1994; Soma et al, 1998) am adulten
humanen Haarfollikel. Beide untersuchten am humanen Anagen VI HF Apoptose
mit der TUNEL Methode. Tamada fand TUNEL+ Zellen in allen Schichten der IWS,
jeweils auf Hohe ihrer Keratinisierungszone. Soma richtete sein Augenmerk nur
auf den proximalen Teil des HF, wo er in der keratogenen Zone zahlreiche
TUNEL+ Zellen in der gesamten IWS und den Haarkortexzellen fand. Dabei
werden die Begiffe TUNEL+, Apoptose und terminale Differenzierung unter-
schiedslos angewandt. Mit Sicherheit handelt es sich bei den TUNEL+ Zellen
dieser Schichten nicht um klassische Apoptose, vielmehr um terminale
Differenzierung. Die meisten Zellen der keratogenen Zone, mit Ausnahme der
Kerne der Henle Schicht, wurden in den Versuchen der vorliegenden Arbeit nicht
durch die TUNEL Methode angefarbt. Lediglich Zellen der Medulla zeigten
gelegentlich auf Hohe ihrer Differenzierung ein schwaches Signal. Mdglicherweise
liegt dies an der hdéheren Sensitivitat (biotinyliertes Deoxyuridin und Koppelung
mit Peroxidasekonjugiertem Streptavidin) seiner Methode.

Diese unterschiedliche Beurteilung der TUNEL Methode wirft die Frage auf,
inwieweit die TUNEL Farbung als Marker flir Apoptose von Bedeutung ist. Ohne
Zweifel erleichtert sie, vor allem in der Kombination mit der Hoechst 33342
Farbung, das Auffinden apoptotischer Zellen ungemein. Doch mehrere Autoren
warnen vor der unkritischen Anwendung der Methode und der Interpretation
durch TUNEL erhaltenen Daten (Ansari et al, 1993; Negoescu et al, 1996; Kimura
et al, 1997; Labat Moleur et al, 1998) und beschreiben Fehlerquellen, die sowohl
auf suboptimale Farbetechniken als auch auf die Anfarbung nicht-apoptotischer

Zellen zurickzufiihren sind.
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Humanes Anagen Murines Anagen
Soma (Soma et al, 1998) (vorliegende Arbeit)
Stadium | Lokalisat. | Haufigkeit | Stadium Lokalisat. Haufigkeit
Epidermis alle Stratum - Stratum +
basale basale (einzeln)
alle héhere - héhere +
Schichten Schichten (einzeln)
Haarfollikel | Anagen nicht epithelialer +
I-1I getestet Strang, sek.
Haarkeim
Anagen nicht Anagen Haarkonus +
ITI-1V getestet ITI-1V
Anagen Henle, + Anagen mittlere/ +
V-VI Huxley, + V-VI distale IWS +
Cuticula, + (Henle)
Cortex ++ distale AWS +
(Isthmus/
Infundibulu
m)

Tabelle 5-2, Vergleich der TUNEL+Zellpopulationen in humanen und murinen
Anagen Haarfollikeln

Wahrend sich Fehler in der Gewebsverarbeitung und der Farbetechnik als
verringerte oder erhéhte Sensitivitat, oder gar als inverse Anfarbung auswirken,
ist die regelmaBige Anfarbung nekrotischer Zellen kaum zu verhindern und mufB
durch aufmerksame morphologische Begutachtung von der Bewertung als
apoptotische Zelle ausgeschlossen werden. Auch die Anfarbung von differen-
zierenden Keratinozyten wurde beobachtet (Mitra et al, 1997; Gandarillas et al,
1999). Daher empfehlen viele Autoren die Uberpriifung der durch die TUNEL
Methode erhaltenen Daten durch eine andere Methode, z. B. Licht- oder
Elektronenmikroskopie. Die Spezifitat der hier zusatzlich angewandten Hoechst
33343 Farbung ist als alleinige Kontrolle zu gering. Wieviel Apoptose und
terminale Differenzierung in der Haut gemeinsam haben und ob Teile ihres
Ablaufes identisch sind, ist umstritten (Maruoka et al, 1997; Gandarillas et al,
1999; Gandarillas, 2000). Unbestrittene Gemeinsamkeiten von Apoptose und
terminaler Differenzierung sind z. B. die Herunterregulierung von bcl-2 oder die
vermehrte Expression von Transglutaminasen (Polakowska et al, 1994;
Gandarillas et al, 1999; Melino et al, 2000). Hinsichtlich ihres Endproduktes
unterscheiden sich die beiden Vorgange sehr wohl: Das Stratum corneum der
Epidermis, der Haarschaft oder das Sebum der Talgdrisen sind die sichtbaren

Ergebnisse terminaler Differenzierung. Anhand der Talgdriisen ist der Ablauf der
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terminalen Differenzierung von Sebozyten in Kapitel 4.10 nachgezeichnet. Dabei
finden sich morphologisch Anhaltspunkte, die sowohl flir Apoptose als auch flr
Nekrose typisch sind. Andeutungsweise wird in den Nuklei von Sebozyten
fortgeschrittenen Stadiums Margination von Chromatin sichtbar, der Zellkern
schrumpft und das Chromatin kondensiert. Die Zellen bleiben bis kurz vor ihrem
Ende produktiv und halten den Zell-Zell-Kontakt. Andererseits schwillt die Zelle
durch die Produktion der Lipidtrépfchen an, der Nukleus verliert seine Integritat
und ergieBt sich in das Zytoplasma, die Zellmembran rupturiert und der gesamte
Inhalt konfluiert mit dem der vorhergegangenen Zellen zu Sebum. Zweifelsohne
ist der Zelltod der Sebozyten programmiert, und der Verlust der Zellintegritat
geht nicht mit Entziindungszeichen einher. Es handelt sich also trotz mancher
Ahnlichkeit nicht um Nekrose. Ebenfalls sind die Parallelen zur Morphologie der
Apoptose zu rar, als daB es sich um Apoptose in klassischem Sinne handeln
kdnnte. TUNEL+ Signale sind in der Talgdrise auf H6he des Ausflihrungsganges
gelegentlich zu erkennen, aber nicht in dem MaBe, daB alles Kernmaterial
angefarbt wirde.

Nichtsdestotrotz kann es in der Talgdrise auch zu Apoptose kommen. Abbildung
4-17 zeigt eine apoptotische Zelle der peripheren Schicht der Talgdrise.
Vermutlich kommt es im Zuge des beginnenden Katagens zur apoptotischen

Deletion von Sebozyten.

Frihere Untersuchungen der Proliferation in der HF MG muBten sich auf das
Auffinden mitotischer Zellen oder auf Marker, die nur einen Teil des Zellzyklus
abdecken, beschranken. Die Problematik dieser Vorgehensweise und die Vorteile
der Ki67 IR sind in Kapitel 1.2 beschrieben.

Ohne Zweifel ist die Entstehung des HF einer noch wenig verstandenen Inter-
aktion epithelialer und mesenchymaler Zellen zu verdanken. Diskutiert werden
eine Reihe von Homeobox Genen, Transkriptionsfaktoren und Signal- und
Adhasionsmolekilen (Miller-Réver und Paus, 1998; Philpott und Paus, 1998a;
Botchkarev et al, 1999). Dabei wird vermutet, daB das urspringliche Signal aus
dem Mesenchym herrihrt. Die morphologischen Beobachtungen diesbeztiglich
widersprechen einander und in Teilen der Theorie der mesenchymalen Induktion.
Danneel (Danneel, 1931) bestreitet jede Mitwirkung dermaler Zellen in den
frihen Phasen, Pinkus (Pinkus, 1958) hingegen sieht lediglich die Pelage HF und

alle menschlichen HF rein epidermalen Ursprungs an, wahrend Vibrissae eine
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mesenchymale Vorstufe aufweisen. Aus morphologischer Sicht konnten in dieser
Arbeit weder die eine noch die andere Beobachtung verifiziert werden. Vielmehr
scheint das Auftreten epithelialer und mesenchymaler Veranderungen zur
gleichen Zeit zu erfolgen, oder in so schneller Abfolge, daBB es zumindest so
scheint. Frihere Autoren geben zu, daB3 es sehr schwer ist, das frihe Stadium 1
der HF MG auszumachen (Danneel, 1931; Fleischhauer, 1953; Pinkus, 1958).
Zum einen sind die friihen Veranderungen des Stratum basale des Epithels sehr
diskret, zum anderen ist die fetale Dermis ausgesprochen zellreich, so daB eine
Aggregation von Zellen darin schwer zu beurteilen ist. Dank der Ki67 IR konnten
das Stadium 1 der HF MG schnell ausgemacht werden. Es zeigte sich, vor allem
in der sensitiveren ABC Methode, daBB sowohl Zellen des Epithels als auch des
Mesenchyms dieses Stadiums in den Zellzyklus eingetreten waren und beide
morphologische Veranderungen aufwiesen. Die Zellen des Haarkeims waren alle
Ki67+, vergrdBert und aufgerichtet und wdélbten sich leicht in die Dermis vor. Die
mesenchymalen Zellen waren unter dem Haarkeim zum Teil Ki67+ und zeigten
eine leichte Aggregation. Beim Vordringen des Haarfollikels in die Dermis wird in
manchen Publikationen von Invagination gesprochen (Fleischhauer, 1953; Chase,
1954). Dies trifft nur, und nicht ausschlieBlich, auf das Stadium 1 zu. Elemente
der Invagination, wie Polarisierung der Zellen und Proliferation in der um-
liegenden Epidermis sind zu beobachten, doch die hohe Dichte an Ki67+ Zellen
im Haarkeim weist dieses Vordringen als proliferationsabhangig aus. Ab dem
Stadium 2 verlieren sich die Hinweise auf Invagination, der HF wachst allein
durch seine eigene proliferative Aktivitat in die Tiefe, bis zum Stadium 3 sind fast
alle Keratinozyten des HF Ki67+. In den spaten Stadien hat sich die Ki67 IR auf
bestimmte Regionen im HF zurlickgezogen: Die Matrixkeratinozyten, vor allem
unterhalb der Auber “schen Linie, die mittlere AWS und die Isthmus-
/Infundibulum Region. Dabei entstehen interessante Liicken der Ki67 IR zwischen
dem Bulbus und der mittleren AWS, und zwischen der mittleren AWS und deren
distalen Anteilen. In der vorhergehenden Besprechung der TUNEL Ergebnisse
wurde dieses Phanomen bereit angedeutet. Es weist darauf hin, daB auch im
ausgewachsenen HF nicht nur die Matrixkeratinozyten, die spater die IWS, die
Cuticulae und den Haarschaft bilden, sondern auch, wenn auch in geringerem
Umfang, die Zellen der AWS Richtung Epidermis wandern. Dabei kénnte dieses
Muster zweierlei bedeuten: 1) Die Zellen nehmen ihren Ursprung in der Matrix

des Bulbus und migrieren langsam distalwarts. Dabei gelangen sie in die
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Ruhephase und schaffen die Ki67- Liicke in der proximalen AWS. Auf Hbhe der
mittleren AWS treten sie wieder in den Zellzyklus ein (Ki67+), den sie in der auf
der weiteren Migration wieder verlassen. Letztmalig im Isthmus-
/Infundibulumbereich werden sie wieder Ki67+. Die Uberschiissigen Zellen
werden dort (iber Apoptose deletiert. 2) Die AWS Keratinozyten der proximalen
AWS sind stabil. Eine Region der mittleren AWS produziert weitere Keratino-
zyten. Nur diese Zellen wandern distalwarts und werden dort per Apoptose
entfernt. Unterstitzt werden beide Theorien durch die Beobachtung, wenn auch
seltener Mitosefiguren in der mittleren AWS und dem Nachweis von Apoptose in
der infundibuldren AWS.

Ki67 IR in der DP und der BGS wurden mit der Immunfluoreszenz kaum
gefunden. Die Ki67 ABC Methode zeigt Ki67+ Zellen in den zum HF gehdrenden
Fibroblasten Uber alle Stadien hinweg. Die proliferative Aktivitat in den
mesenchymalen Zellen ist um ein Vielfaches geringer als in den epithelialen
Anteilen des HF. Abbildung 4-9 zeigt Mitosefiguren und Ki67 IR in verschiedenen
Stadien der HF MG. Dabei zeigt sich in den unter dem Haarkeim im Stadium 1
liegenden Fibroblasten bereits Ki67 IR und auch mitotische Zellen. Die schlieBen
sich bald zur BGS zusammen und umfassen den Haarzapfen. In den Stadien 2 bis
4 finden sich proliferierende Zellen vor allem lateral des HF in der BGS, seltener
am Rand der DP. Erst ab dem Stadium 4 kommen auch proliferierende Zellen in
der mittlerweile vom Bulbus umschlossenen DP vor. Diese Ergebnisse zeigen,
daB sowohl Proliferation der DP Fibroblasten als auch Migration aus der BGS an
der Bildung der DP beteiligt sind. Dabei ist im Stadium 1, wenn noch keine BGS
vorhanden ist, und in den Stadien 4-8, wenn die DP fast vollstandig von den
Keratinozyten des Bulbus umschlossen ist, vor allem Proliferation an der Bildung
der DP beteiligt. In den Stadien dazwischen scheint die Migration aus der BGS
die groBere Rolle zu spielen.

Untersuchungen von Bullough (Bullough und Laurence, 1958) Uber die mitotische
Aktivitat (colchicinarretiert) wahrend des Telogen-Anagen-Ubergangs und der
Anagenphase an murinen HF waren die erste umfassende Untersuchung Uber
Proliferation tiber das gesamte Anagen. Diese Arbeit bestatigt die Ergebnisse
weitgehend, erganzt jedoch die bisher bekannten Lokalisationen hoher
proliferativer Aktivitat im reifen Anagenfollikel.

Im Telogen ist der Follikel proximal des Isthmus ohne Hinweis auf Proliferation.

Nur in den distal des Isthmus gelegenen Regionen sind Ki67+ Zellen
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nachweisbar. Im Anagen I beginnen die Keratinozyten im epithelialen Strang, vor
allem im proximalen Anteil, stark zu proliferieren. Im Anagen II umwachsen sie
die DP bereits zum Teil, sie sind weiterhin stark Ki67+. Die Bereiche distal davon
sind kaum aktiv. Im Anagen III sind die Matrixkeratinozyten stark Ki67+, ebenso
wie einzelne Zellen der mittleren AWS und der distalen AWS. In Anagen IV bis
Anagen VI ist die Ki67 IR ahnlich verteilt, wie in den Stadien 6 bis 8 der HF MG:
Die Matrixkeratinozyten, vor allem unterhalb der Auber ’schen Linie, die mittlere
AWS und die Isthmus/Infundibulum Region. Dabei entstehen wieder die oben
beschriebenen Liicken der Ki67 IR. Bullough beschreibt ebenfalls diese
Proliferationsliicken in der AWS im Anagen III - IV, in den spéateren Stadien
konnte er sie nicht mehr beobachten. In Anagen VI HF ist dieses Verteilungs-
muster in anti-PCNA und Ki67 Farbungen entdeckt worden (Miyauchi et al, 1990;
Soma et al, 1998). Allerdings gehen die Autoren nicht weiter auf diese Verteilung
ein.

Vergleichbar der HF MG konnte bei mesenchymalen HF Zellen keine Ki67 IR
durch Fluoreszenzmarkierung entdeckt werden. Auch hier zeigte sich erst durch
die Ki67 ABC Methode, daB die Fibroblasten sehr wohl proliferieren. Es zeigte
sich, daB ab dem Anagen II einzelne BGS Fibroblaste proliferieren, haufig am
Ubergang zur DP. Ab dem Anagen III sind sind Ki67+ Zellen auch in der DP zu
beobachten. Im reifen Anagenfollikel wurden keine Ki67 Zellen in der DP
beobachtet. Insgesamt ist die Zahl der Ki67+ BGS und DP Zellen im Anagen
geringer als in der HF MG. Das mag zum einen daran liegen, dal3 der Anagen HF
vergleichsweise weniger Masse und Lange aufzubauen hat, zum anderen, daB die
BGS bereits vorhanden und sehr dick ist und daB die DP Zellen bereits aggregiert
sind und die GréBenzunahme der DP im Lauf des Anagens geringer ist als in der
HF MG.

Die Visualisierung der IR von Caspase-1 (ICE) entsprach nicht den Erwartungen
als apoptoseassoziierter Marker. Sowohl in der HF MG als auch in der
Anagenphase war eine positive Korrelation zwischen TUNEL+ und ICE IR nur
andeutungsweise zu erkennen. TUNEL+ Zellen und Apoptose traten zwar in der
Mehrzahl in ICE+ Regionen auf, doch wurden auch in ICE- Kompartimenten
TUNEL+ Zellen und Apoptose gefunden (z.B. der epitheliale Strang im Anagen I).
In Zellverbanden, die nie ICE IR aufwiesen, wurden auch keine TUNEL+

gefunden. Dies trifft auf die DP und die BGS zu. Deutlicher war die negative
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Korrelation zur Ki67 IR. Abgesehen von den frihen Stadien der HF MG, in der
Ki67 IR und ICE IR nahezu deckungsgleich waren, war zu beobachten, daB sich
die ICE IR in den Regionen zunehmender proliferativer Aktivitat abschwacht und
dann ganz zum Erliegen kommt. In den Abbildung 4-2 c, d und Abbildung 4-11

h, i, j wird diese negative Korrelation deutlich.

Mit dieser Arbeit wird erstmals eine umfassende und stadienbezogene Unter-
suchung Uber programmierten Zelltod und Proliferation am C57BL/6 Mausmodell
vorgenommen. Die Zusammenfassung der Ergebnisse in den schematischen
Ubersichtszeichnungen erlaubt einen schnellen und sicheren Vergleich von
zuklnftigen Versuchen mit der hier prasentierten physiologischen Kontrolle.
Damit kénnen HF von pathologischem Gewebe auf Abweichungen der Apoptose
und Proliferation hin untersucht werden (z. B. Alopecia areata, Alopecia
androgenetica, Pseudopelade Brocq, toxische Alopezien).

Das Mausmodell C57BL/6 hat sich in dieser Studie in Bezug auf programmierten
Zelltod und Proliferation als gutes Modell der humanen HF MG und der Anagen-
phase erwiesen, soweit iber humane HF Wachstumsphasen umfassende Daten
vorlagen. Die Ergebnisse der proliferativen Aktivitat sind sind ohne weiteres
Ubertragbar. Die Differenzen zwischen der humanen und murinen HF Entwicklung
in der TUNEL Farbung kénnen zum guten Teil den Tucken der TUNEL Technik
angelastet werden, wie die Kontrolle durch HRLM und TEM und die konsequente

Trennung der Begriffe Apoptose und terminale Differenzierung zeigte.
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6 Zusammenfassung

Die Koordination der Zunahme an Zellen (Proliferation) und deren program-
mierter Untergang (Apoptose) hat entscheidende Bedeutung flr die Entwicklung
und das Wachstum von Organen, ist aber bisher weitgehend unverstanden. In
dieser Arbeit werden deshalb das Auftreten von Apoptose und Proliferation
wahrend der Entwicklung (Morphogenese) und des Wachstums des Haarfollikels
(Anagen) untersucht. Der Haarfollikel ist hierflir als Modellorgan besonders gut
geeignet, da dessen Stadien der Organogenese und des Anagens histologisch im

Detail untersucht sind.

Die vorliegende Arbeit zeigt, daB Proliferation das Leitmerkmal der Morpho-
genese und des Anagens darstellt. In Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums
des Follikels sind charakteristische Schwerpunkte der Proliferation in Keratino-
zyten und Zellen mesenchymaler Herkunft identifizierbar. Haarfollikelmorpho-
genese und Anagen sind sich dabei in den spaten Entwicklungsstadien sehr

ahnlich.

Dariberhinaus zeigen unsere Untersuchungen erstmals, daB in allen Stadien der
Haarfollikelmorphogenese und Anagens, insbesondere in den friihen Phasen und
in Regionen mit hoher Proliferationsrate, Apoptose stattfindet. Das 1aBt
schlieBen, daB Apoptose als Regulativ der Proliferation an der Organformung
beteiligt ist. In den spateren Stadien findet sich Apoptose vor allem im Epithel

des Haarkanals wo sie zur Gewebshomadostase beitragt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals, daB Proliferation und Apoptose
beim wachsenden Haarfollikel 1) prazise aufeinander abgestimmt, 2) in spezifi-
schen Arealen und 3) zu genau definierten Zeitpunkten auftreten. Dies legt nahe,
daB die streng kontrollierte Interaktion von Proliferation und Apoptose fir die
normale Entwicklung und das Wachstum von Organen, hier speziell des Haar-
follikels, notwendig ist. Auf der Basis dieser Beobachtungen lassen sich nun

1) gezielte funktionelle Untersuchungen anschlieBen und 2) das Zusammenspiel
von Proliferation und Apoptose bei krankhaften Prozessen in der Entwicklung und

wahrend des Wachstums von Organen vergleichend charakterisieren.
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